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RESUMO

DONADEL, C. D. Células mesenquimais de cordao umbilical em doenga
enxerto-contra hospedeiro aguda corticorrefrataria. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo
(FMRP/USP), Ribeirao Preto, 2023.

Introdugdo: A doenga enxerto-contra-hospedeiro aguda corticorrefrataria
(DECHa-CR) é uma complicagao relativamente frequente do transplante alogénico
de células progenitoras hematopoéticas. Seu prognostico € sombrio. Além disso,
nao ha consenso quanto a terapia de segunda linha. O tratamento com ruxolitinibe
nao é amplamente acessivel em muitos paises, entre os quais o Brasil,
especialmente para os pacientes atendidos no Sistema Unico de Saude (SUS).
Ademais, o ruxolitinibe ainda n&o foi aprovado para as criangas com DECHa-CR.
Uma possivel terapia é a administracdo de células estromais mesenquimais
(CMEs), tanto obtidas da medula 6ssea quanto do cordao umbilical.

Métodos: Trata-se de estudo retrospectivo, observacional, multicéntrico (nove
instituicées), em que foram incluidos 52 pacientes com DECHa-CR grave tratados
com CMEs de cordao umbilical.

Resultados: A mediana (intervalo) de idade foi de 12,5 (0,3-65) anos e a média +
desvio padrao (DP) da dose (x10%kg) de CMEs foi de 4,73 + 1,3 por infusdo, com a
mediana de 4 infusdes (1-11). As taxas de resposta global (RG) e completa (RC) no
dia 28 foram de 63,5% e 36,6%, respectivamente. Criancas (idade < 18 anos) (n=
35) tiveram melhor RG (71,5% vs. 47,1%, p= 0,12), RC (48,6% vs. 11,8%, p= 0,03),
sobrevida global (p= 0,0006) e sobrevida livre de recaida (p= 0,0014) do que adultos
(idade = 18 anos) (n= 17). Eventos adversos agudos foram detectados em 32,7%
dos pacientes (a maioria de leve intensidade), sem diferenga entre os grupos de
criangas e adultos (p= 1,0).

Conclusées: A administracdto de CMEs de corddao umbilical € uma terapia
alternativa viavel para DECHa-CR, especialmente em criangas. O perfil de
seguranca é favoravel. A terapia com CMEs talvez deva ser incorporada ao arsenal
terapéutico para essa complicagcdo, em especial em paises que nao dispdéem de

muitas opgdes, como € o caso do Brasil.



Palavras-chave: células mesenquimais estromais; transplante de células

progenitoras hematopoéticas; doenca enxerto-contra-hospedeiro.



ABSTRACT

DONADEL, C. D. Umbilical Cord Mesenchymal Stromal Cells for
Steroid-Refractory Acute Graft-versus-Host Disease. Dissertation (Master) —
University of Sdo Paulo at Ribeirdo Preto Medical School (FMRP/USP), Ribeirdo
Preto, 2023.

Background: Steroid-refractory acute graft-vs.-host disease (SR-aGVHD) is a
relatively frequent complication of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
with a dismal prognosis. There is no consensus-based second-line therapy.
Treatment with ruxolitinib is not easily accessible in many countries, including Brazil,
especially for patients treated in the Unified Health System (SUS). Furthermore,
ruxolitinib is not yet approved for children with GVHD. A possible therapy is the
administration of mesenchymal stromal cells (MSCs), either obtained from the bone
marrow or from the umbilical cord.

Methods: This is a retrospective, observational, multicenter study ((nine institutions),
in which 52 patients with severe SR-GVHD treated with umbilical cord MSC were
included.

Results: The median (range) age was 12.5 (0.3-65) years and the mean * standard
deviation (SD) dose (x10°/kg) of MSCs was 4.73 * 1.3 per infusion, with a median of
4 infusions (1-11). Overall (OR) and complete response rates on day 28 were 63.5%
and 36.6%, respectively. Children (age < 18 years) (n= 35) had better OR (71.5% vs.
47.1%, p= 0.12), complete response (48.6% vs. 11.8%, p= 0.03), overall survival (p=
0.0006), and relapse-free survival (p = 0.0014) than adults (age = 18 years) (n= 17).
Acute adverse events were detected in 32.7% of patients (mostly mild), with no
significant difference in children and adult groups (p= 1.0).

Conclusions: Administration of umbilical cord MSCs is a feasible alternative therapy
for SR=aGVHD, especially in children. The safety profile is favorable. Therapy with
CMEs should perhaps be incorporated into the therapeutic arsenal for this
complication, especially in countries that do not have many options, as is the case in

Brazil.



Keywords: mesenchymal stromal cell; hematopoietic stem cell transplantation;

acute graft-versus-host disease.
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1. INTRODUCAO
1.1 TRANSPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOETICAS

O transplante de células progenitoras hematopoéticas (TCPH) é um
procedimento em que as células de um doador sdo infundidas em um receptor com
o intuito de reconstituir o sistema hematopoético, em parte ou totalmente. O TCPH é
uma modalidade terapéutica indicada para uma série de doengas malignas e nao
malignas (SNOWDEN et al., 2022). Sua indicacdo deve considerar as
caracteristicas clinicas (comorbidades, idade, sexo, status performance) do paciente
e do doador, bem como as caracteristicas da doenca de base do paciente

(estadiamento, quimioterapias realizadas, intercorréncias do tratamento).

O TCPH pode ser classificado de diferentes maneiras. A primeira delas diz
respeito a origem das células progenitoras hematopoéticas (CPH) e divide o
procedimento em autélogo ou alogénico. No primeiro caso, as CPHs sao coletadas
do préprio paciente para posterior infusdo. Ja no segundo, elas sao coletadas de um
doador, que pode ser da mesma familia (consanguineo) ou provenientes de um
banco de doadores (ndo consanguineo). De acordo com as caracteristicas do
sistema de antigeno leucocitario humano (HLA), o doador pode ser classificado
como idéntico ou com disparidade HLA, dentre os quais se inclui o haploidéntico
(semelhanca em 50% dos haplétipos do HLA). Outra classificagdo do TCPH é
baseada na fonte das CPHs, que podem ser coletadas diretamente da medula
Ossea, do sangue periférico mobilizado ou do sangue de corddo umbilical. Cada
fonte apresenta vantagens e desvantagens que devem ser observadas na escolha
da melhor modalidade para o caso, tais como diferentes tempos para enxertia
(menor para o sangue periférico e maior para o sangue de cordao umbilical),
diferentes incidéncias de doencga enxerto-contra-hospedeiro crénica (menores para
a medula 6ssea e para o cordao umbilical) ou da necessidade de coleta sob
anestesia em centro cirurgico (como para a coleta proveniente da medula éssea)
(HOLTICK et al., 2014).

Uma questao importante em relagdo ao TCPH sio os eventos adversos a ele
associados. Dentre os efeitos adversos, as infeccdes sdo extremamente comuns

pelo contexto de citopenias graves e de imunossupressao, podendo ser causadas
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por bactérias, virus e fungos (ZAIA et al., 2009; GIRMENIA et al. 2014; GIRMENIA
et al., 2017). Também ocorrem complicagdes relacionadas ao dano endotelial,
dentre elas, e de maior gravidade, a sindrome obstrutiva sinusoidal (SOS)
(CARRERAS et al., 2011). Outra complicagdo temida no contexto do TCPH
alogénico é a doenga enxerto-contra-hospedeiro (DECH), observada em

percentagem elevada dos pacientes e que sera melhor abordada no item abaixo.

1.2 DOENCA ENXERTO-CONTRA-HOSPEDEIRO

Inicialmente chamada de “doenca secundaria” (BARNES et al.,, 1962), a
DECH é a principal complicagéo relacionada ao TCPH alogénico. Trata-se de uma
sindrome clinica causada pela agressao imune de células do doador aos antigenos
de histocompatibilidade expressos em tecidos do receptor, podendo acometer
diversos orgéaos e sistemas. Para a sua ocorréncia, sdo necessarias ao menos trés
condicdes: enxerto com numero suficiente de células imunologicamente
competentes, disparidade antigénica entre receptor e doador e hospedeiro

imunossuprimido, incapaz de rejeitar as células do doador (BILLINGHAM, 1966).

Classicamente, a DECH ¢ dividida em aguda e crbnica. Entretanto, a
classificagao original, em que DECH era definida como aguda se ocorresse nos
primeiros 100 dias da infusdo de CPH, ou de linfécitos do doador, e como crbnica se
ocorresse apos esse periodo, foi substituida pela classificacdo atual, de acordo com
as manifestagdes clinicas, visto que ambas (aguda e crbénica) tém apresentagdes e
fisiopatologia distintas, e os sinais e sintomas de DECH aguda podem estar
presentes apés o D+100. Diante disso, atualmente a DECH aguda (DECHa) é
subclassificada nas suas formas classica (ocorréncia antes do D+100) ou tardia
(ocorréncia apés o D+100). A forma tardia, por sua vez, pode ser subclassificada em
“‘de novo” (primeiro episédio apés o D+100), recorrente (quando tem inicio e
resolucao completa antes do D+100 e entdo ocorre recidiva apés o D+100) ou
refrataria (quando tem inicio antes do D+100 persiste apés o D+100). Quando ha
concomitancia de alteragdes clinicas e laboratoriais de DECH aguda e crénica, o
quadro € denominado de sindrome de sobreposicao (SCHOEMANS et al., 2018)
(Figura 1).
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Figura 1. Classificagdo da doenga enxerto-contra-hospedeiro.

DECH aguda
(classica ou tardia)

DECH croénica
(classica ou ndo classica)

Adaptado de Shoemans et al. (2018)

A DECHa é a principal causa de 6bito a curto prazo em pacientes submetidos
ao TCPH alogénico (ZEISER; BLAZAR, 2017a). A incidéncia de casos moderados e
graves de DECHa corresponde a aproximadamente 40% dos TCPH, variando
conforme o tipo de doador e o método de profilaxia (ANASETTI et al.,, 1990;
FLOWERS et al., 1990; EISNER; AUGUST, 1995; LEE et al., 2007). A fisiopatologia
da DECHa pode ser didaticamente dividida em trés fases: a primeira, resultado do
condicionamento pré-TCPH, com consequente liberacdo de citocinas, a segunda,
decorrente da ativagao das células T do doador pelas citocinas liberadas e pelas
células apresentadoras de antigenos e, por fim, a terceira fase, denominada efetora,
em que as células T iniciam o processo de agressdo aos tecidos do receptor
(FERRARA et al., 2009) (Figura 2).

Os principais fatores de risco para a DECHa sao: grau de disparidade HLA
entre doador e receptor; doador do sexo feminino para receptor masculino; idade
avancada do doador ou do receptor; condicionamento mieloablativo; sangue
periférico como fonte de CPH e receptor com soropositividade para citomegalovirus
(ANASETTI et al.,, 1990; LEE et al., 2007; FLOWERS et al., 1990; EISNER,;
AUGUST, 1995; HAHN et al., 2008).
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Figura 2. Fisiopatologia da DECHa.
(1) Dano tecidual do condicionamento
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Durante a fase | ocorre dano tecidual causado pelo condicionamento com quimioterapia ou
radioterapia, levando a liberacdo de citocinas inflamatdrias; durante a fase Il as células T do doador sado
ativadas; e durante a fase Il as células T migram para os tecidos alvo, causando apoptose. APC: célula
apresentadora de antigeno; CTL: linfocito T citotdxico; IDO: idolamina 2,3-dioxigenase; INF: interferon. IL:
interleucina; LPS: lipopolissacarideo; NK: célula natural killer; NOD2: dominio de oligomerizagéo de ligagéo a
nucleotideos 2; TNF: fator de necrose tumoral; Treg: célula T regulatéria. Adaptado de Malard et al. (2020).

A DECHa é caracterizada principalmente por acometimento, em diferentes
graus de intensidade, da pele (exantema maculo-papular), do trato gastrointestinal
(nausea, vémitos, anorexia, diarreia aquosa ou sanguinolenta e cdlicas abdominais)
e do figado (colestase, manifesta por hiperbilirrubinemia). O seu diagndstico é feito
com base no quadro clinico, que pode exibir alteragdo nos trés sistemas
mencionados acima ou em um ou dois deles. Avaliagdes complementares
(laboratorial, radiolégica e histopatolégica) podem auxiliar na confirmagéo
diagnostica, mas nao sao estritamente necessarias se nenhuma etiologia alternativa
estiver presente (SCHOEMANS et al., 2018).
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A classificacdo de gravidade atualmente mais utilizada para a DECHa é a do
Mount Sinai Acute GVHD International Consortium (MAGIC) (HARRIS et al., 2016).
Cada 6rgao acometido (pele, figado, trato gastrointestinal alto e trato gastrointestinal
baixo) é classificado individualmente quanto a gravidade, de grau 1 (leve) a grau 4
(muito grave) e a doenga é classificada globalmente de grau | a IV. Os graus IlI-IV
sdo os que conferem, como seria de esperar, maior indice de mortalidade (ZEISER,;
BLAZAR, 2017a).

A DECH crénica € uma complicagao grave e comum que ocorre em 30 a 70%
dos TCPH alogénicos (LEE; FLOWERS, 2008), com profundo impacto na qualidade
de vida dos pacientes (JAGASIA et al., 2015). A fisiopatologia da DECH crbnica é
complexa e dindmica e, assim como na DECHa, pode ser didaticamente dividida em
trés fases: a primeira, resultado da inflamagao devido a leséo tecidual, a segunda,
decorrente da lesdo timica e desregulacao das células T e B e, por fim, a terceira
fase, com reparagcao tecidual e fibrose. O principal fator de risco para o
desenvolvimento de DECH cronica é o diagnéstico prévio de DECHa (HAMILTON,
2021). Os principais 6rgaos ou sistemas acometidos na DECH crénica s&o: pele,
boca, trato gastrointestinal, figado, trato urogenital, articulagdes, fascias, pulmdes e
olhos. O consenso do National Institute of Health (NIH) de 2014 estabeleceu
critérios para o diagndstico e a classificacdo da DECH crbnica, que servem de guia

para o inicio do tratamento com imunossupressores (JAGASIA et al., 2015).

1.3 TRATAMENTO DA DOENCA ENXERTO-CONTRA-HOSPEDEIRO AGUDA

A administragdo de corticosteroides (prednisona ou metilprednisolona na
dose de 2 mg/kg/dia) constitui o tratamento de primeira linha da DECHa. A excegao
é feita em casos de acometimento do trato gastrointestinal alto (anorexia, nauseas,
vémitos), que apresentam boa resposta com doses mais baixas de corticosteroide
sistétmico (0,5 a 1mg/kg/dia) e em casos de acometimento cutaneo leve a
moderado, que apresentam boa resposta aos corticosteroides tépicos. O tratamento
deve ser mantido por pelo menos uma semana e até que ocorra melhora das
manifestacbes da doenga. Entretanto, 40-50% dos pacientes cursam com
refratariedade ao uso desse medicamento (MARTIN et al., 2012; MACMILLAN et al.,

2015). A DECHa corticorrefrataria (CR) é definida segundo os seguintes critérios:
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progressao da doenca apods trés dias de tratamento; falha de resposta apos sete
dias de tratamento; acometimento de novo sitio; recorréncia da DECHa durante a
fase de redugdo da dose de corticosteroide (ABEDIN; HAMADANI, 2020). A
DECHa-CR confere um progndéstico sombrio aos pacientes por ela acometidos. A
taxa de sobrevida dos pacientes com DECHa-CR, considerando todos os graus, é
de 40% em seis meses (MARTIN et al., 2012) e, a longo prazo, de
aproximadamente 17% (WESTIN et al., 2011). Vale ressaltar que essas taxas de
sobrevida foram observadas em paises desenvolvidos. Temos motivos para
acreditar que as taxas de sobrevida sejam substancialmente inferiores em nosso
meio, tanto em razao da infraestrutura inferior quanto em razdo do menor acesso a

medicamentos usados no tratamento de segunda linha.

O tratamento de segunda linha da DECHa-CR n&o é bem estabelecido e a
escolha terapéutica deve levar em consideracao diversos fatores, como o custo, as
toxicidades esperadas e a experiéncia do servico de transplante. O medicamento
ruxolitinibe (inibidor da Janus quinase-JAK, frequentemente usado para o
tratamento da mielofibrose primaria) € a unica droga aprovada pela agéncia Food
and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para o tratamento de segunda linha da DECHa-CR em adultos e criangas
com 12 anos ou mais. Um estudo controlado mostrou desfechos substancialmente
superiores com a administragcdo desse medicamento comparados aqueles obtidos
com qualquer outra terapia de segunda linha (ZEISER et al., 2020). Os autores
deste estudo observaram que a taxa de resposta global no dia 28 da instituicao do
tratamento foi maior no grupo tratado com o ruxolitinibe que no grupo controle (62%
vs 39%). Além do ruxolitinibe, diversos outros agentes foram usados (p. ex.
fotoaférese extracorpdérea, imunoglobulina antitimécitos, basiliximabe, infliximabe,
etanercepte e alemtuzumabe), entretanto, nenhum deles proporcionou resposta
clinica plenamente satisfatéria (ABEDIM; HAMADANI, 2020). Alternativa
interessante como tratamento de segunda linha da DECHa-CR parece ser o uso de

células mesenquimais estromais (CME).
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1.4 CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS

As CMEs foram descritas pela primeira vez por Friedenstein et. al. (1968).
Sao células precursoras nao hematopoéticas, de origem mesodérmica, que estao
presentes na maioria dos tecidos vascularizados do corpo, incluindo medula éssea,
tecido adiposo, cordao umbilical e placenta, de onde podem ser extraidas e
expandidas ex vivo (MIZUKAMI; SWIECH, 2018; MUSHAHARY et al., 2018). Em
2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular e Génica estabeleceu critérios
minimos para definir as CMEs: capacidade de aderéncia ao plastico quando
mantidas em condi¢des de cultura padrao; expressao de marcadores CD73, CD90 e
CD105 e auséncia de expressdao de marcadores hematopoéticos e endoteliais
CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a e HLA-DR; capacidade de diferenciagao
in vitro em linhagens de adipdcitos, condrocitos e osteoblastos (DOMINICI et al.,
2006).

As CMEs podem ser classificadas quanto a sua origem em autdlogas ou
alogénicas. As CMEs alogénicas sao interessantes em razdo da sua baixa
imunogenicidade e rapida disponibilidade, uma vez que podem ser obtidas
previamente de doadores saudaveis, seguidas de expansdao in vitro,
criopreservagao e administracdo quando necessario (SANABRIA-DE LA TORRE et
al., 2021). E importante ressaltar que o uso de CMEs de origem alogénica nao
precisa respeitar a compatibilidade HLA entre doador e receptor. Isso ocorre
principalmente pela auséncia de expressdo de HLA de classe Il pelas CMEs e por
expressao de baixa densidade de HLA de classe |, reduzindo a ativagéo das vias de

reconhecimento no receptor (KOT et al., 2020).

A medula éssea foi a primeira fonte utilizada para a obtencdo de CMEs. No
entanto, dentre as outras fontes possiveis de CMEs, aquelas derivadas de tecidos
perinatais, como a placenta e o corddo umbilical, sdo de especial interesse pela
facilidade de obtencdo e maior potencial proliferativo (KERN et al., 2006). Estudos
prévios também demonstraram que as CMEs obtidas de corddo umbilical
apresentam menor capacidade de proliferagdo e diferenciagdo para linhagens de

adipocitos e ostedcitos, entretanto, além de serem menos imunogénicas e
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apresentarem maior atividade imunossupressora em comparagao com as CMEs da
medula 6ssea (LV et al., 2012; BARCIA et al., 2015;).

As CMEs podem ser usadas basicamente para duas finalidades: regenerar
tecidos e d6rgaos (VEGA et al., 2015; FARINA JUNIOR et al., 2019; DE SANTIS et
al.,, 2020) e promover a imunomodulacdo em doengas imunomediadas, como
doengas autoimunes e a DECHa (MARKOV et al, 2021; BURNHAM,;
DALEY-BAUET, HORWITZ, 2020). Postula-se que as propriedades regenerativas se
devem essencialmente aos fatores imunomoduladores e tréficos que elas secretam
(RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2021).

As propriedades imunomoduladoras e imunoldgicas das CMEs sé&o diversas,
com efeitos sobre as imunidades inata e adaptativa. Na imunidade inata, as CMEs
promovem a polarizacdo dos magréfagos de um fenoétipo pro-inflamatério (M1) para
um fendtipo anti-inflamatério (M2) por meio da produgao de moléculas e metabdlitos
imunossupressores, como a prostaglandina E2 (PGE 2). Além disso, as CMEs séo
capazes de inibir a diapedese, ou seja, inibem a infiltracdo de macréfagos,
mondcitos e neutréfilos nos locais de inflamagdo. As CMEs também mantém os
macrégafos, os mondcitos e as células dendriticas em um estado imaturo e
anti-inflamatério, impedindo assim a ativacao das células T efetoras e promovendo a
formacgao de células T reguladoras. As CMEs alteram o fenétipo das células natural
killer (NK), inibindo a sua proliferacao, o seu efeito citotdxico e a secregao de varias
citocinas inflamatérias. As CMEs podem exercer efeitos diretos na imunidade
adaptativa, especificamente nas células T, por meio de producdo de moléculas
imunossupressoras, como o o6xido nitrico (NO), idolamina 2,3-dioxigenase (IDO),
PGE 2, fator de crescimento transformador beta (TGFf), dentre outros. Por fim, as
CMEs inibem as células B e promovem a expansao das células B reguladoras. (SHI
et al., 2018; ZHOU et al., 2020; CHEUNG et al., 2020) (Figura 3).



24

Figura 3. Funcdo imunomoduladora das células mesenquimais estromais.
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As CMEs inibem a ativagéo e a proliferacédo das células T e B convencionais e promovem um aumento
da proporgdo de células T (Treg) e B regulatérias (Breg). As CMEs também alteram o fenétipo das células
natural killer (NK), inibindo sua proliferagao, seu efeito citotdxico e a secreg¢ao de varias citocinas inflamatorias.
Por fim, as CMEs estdo associadas a supressédo dos neutréfilos, podem inibir a diferenciacéo e funcdo das
células dendriticas e induzir a diferenciagdo dos macréfagos M1 em macrofagos M2. Criado com
BioRender.com. Adaptado de Zhou et al. (2020).

Le Blanc et al. (2004) relataram pela primeira vez um caso bem-sucedido de
uso de CMEs para DECHa-CR. Tratava-se de uma crianca de nove anos de idade
que havia recebido um transplante de CPH e apresentado um quadro de DECHa
grave do trato intestinal e do figado, refrataria ao uso de corticosteroides, que
apresentou resposta excelente e duradoura a infusdo de CMEs de doador
haploidéntico. Mais tarde, o mesmo grupo descreveu uma série de casos em que a
administragdo de CMEs para DECHa-CR proporcionou excelente controle da
doencga (LE BLANC et al., 2008). Neste estudo foram incluidos 55 pacientes com
DECHa-CR que receberam CMEs-MO como terapia de segunda linha. A dose
mediana de células foi de 1,4 x 10%/kg (0,4-9 x 10%/kg). Um total de 30 (54.5%)

pacientes apresentaram resposta completa. Nenhum dos pacientes apresentou
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efeitos adversos decorrentes da administracdao de CMEs. Desde entdo, o uso das
CMEs passou a ser considerado uma alternativa interessante para tratar a
DECHa-CR. Posteriormente, Kurtzberg et al. (2020a; 2020b), em dois importantes
estudos, mostraram beneficios da administracdo de CME para criangas com
DECHa. O primeiro estudo foi um ensaio clinico de fase 3 de brago unico, que
mostrou beneficios clinicos encorajadores (resposta global de 70,4% no dia 28) para
pacientes tratados com CMEs (KURTZBERG et al., 2020a). O segundo estudo, um
programa de acesso expandido, incluiu 241 pacientes, com taxa de resposta global
de 63,1% no dia 28, e sobrevida global de 66,9% no dia 100 da infusdo das células,
um resultado muito melhor do que os relatados anteriormente relatados na literatura
com outros tipos de terapia (KURTZBERG et al., 2020b). Outros estudos também
mostraram bons resultados, o que contribuiu para a aprovag¢ao do uso do produto de
CMEs em criangas com DECHa-CR no Canada, na Nova Zelandia e no Japéao
(KELLY; RASKO, 2021). Devido aos resultados obtidos até agora, a European
Society for Blood and Marrow Transplantation recomendou a administragdo de
CMEs como terapia de segunda linha (categoria 2A) para DECH aguda (PENACK et
al.,, 2020). Um estudo retrospectivo do uso de CME de medula éssea em
DECHa-CR desenvolvido por nosso grupo mostrou uma taxa de sobrevida de 2
anos de 17%, na qual todos os sobreviventes tiveram resposta completa (DOTOLI
et al., 2017). Esses estudos empregaram a medula 6ssea como fonte de CMEs. No
entanto, a utilizagdo do corddo umbilical como fonte parece estar associada a
resultados semelhantes (DING et al., 2023).

Os estudos que avaliaram uso de CMEs em DECH crbnica sao escassos e
em grande parte restritos a populacdo adulta (RINGDEN et al., 2022). Um estudo
multicéntrico randomizado, duplo-cedo, controlado, de fase Il avaliou o uso de
CMEs derivadas de corddao umbilical como profilaxia para DECH crénica. A
incidéncia cumulativa de DECH crénica em 2 anos foi significativamente menor no
grupo tratado com CMEs em comparagéo com o grupo controle (27,4% vs. 49%; p=
0,02). Achado interessante foi o achado de aumento da concentracdo em sangue
periférico de linfécitos B de memoria e de células T regulatorias apos a infuséo, o
que talvez se constitua na principal explicagado para o beneficio clinico observado
(GAO et al., 2016).
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A administracdo de CMEs foi associada a alguns eventos adversos (EAs),
geralmente de apresentacgéo leve (KURTZBERG et al., 2020a; KURTZBERG et al.,
2020b; DOTOLI et al., 2017). Os EAs mais frequentemente descritos em associagao
a essa modalidade terapéutica sdo aqueles relacionados a infusao: febre, arritmia,
disfuncao de 6rgaos, hepatica e renal, principalmente, entre outros. No entanto, de
acordo com uma metanalise, com a excecado da febre, os outros EAs ndo foram
mais frequentes que no grupo controle (LALU et al., 2012). A médio e longo prazos,
aventou-se a possibilidade, tedrica, de ocorréncia aumentada de neoplasia e de
formacgao de tecido ectdpico, que, entretanto, nao foi confirmada (LALU et al., 2012).
Outro tipo de risco possivel € a ocorréncia de trombose venosa, uma vez que as
CMEs expressam em densidade aumentada e liberam o fator tecidual
(GUILLAMAT-PRATS, 2022). A sua incidéncia nao esta bem estabelecida, pois os
relatos sdo escassos e tiveram como base grupos de pacientes acometidos de
condicdo clinica inflamatdria, o que favorecia a ocorréncia de complicacdes
trombdticas, como a COVID-19 (BARANOVSKII et al., 2022).

Por fim, além do perfil de seguranga favoravel, os produtos de CMEs podem
ser fabricados com relativa facilidade em centros que possuem laboratério dedicado
a terapia celular. Além disso, esses produtos podem ser fabricados em paises nos
quais outros produtos para terapia de segunda linha para esta doenga n&o estao

prontamente disponiveis ou estdo totalmente indisponiveis.

Neste estudo, analisamos retrospectivamente os resultados da administracao
de CMEs derivadas do cordao umbilical como terapia de resgate para pacientes
com DECHa-CR.
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2. JUSTIFICATIVA

Este estudo se justifica em razdo da gravidade da DECH aguda
corticorrefrataria, para a qual as terapias alternativas nao estdo plenamente
disponiveis, ou estdo completamente indisponiveis, em nosso meio. Essa condigao
clinica esta associada a elevada taxa de morbidade e de mortalidade. Além disso, o
produto celular CME é de manufatura local, portanto, disponivel aos pacientes do
SUS, pelo menos na escala em que tém sido usadas no momento. Os resultados
relatados na literatura, inclusive por nosso grupo, sugerem que essa modalidade
terapéutica pode ser de grande utilidade para esse grupo de pacientes, que, de

outra forma, estariam condenados a um desfecho desfavoravel em nosso meio.
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3. OBJETIVOS

3.1 PRIMARIO

e Avaliar a taxa de resposta global em pacientes com DECHa-CR tratados com

células mesenquimais.

3.2 SECUNDARIOS

e Avaliar a taxa de resposta global em pacientes com DECHa-CR tratados com
CMEs nos dias 28, 100, 180, 1 ano e 2 anos apos da infusdo (de células
mesenquimais);

e Determinar a sobrevida global e sobrevida livre de recaida;

e Determinar a incidéncia e gravidade de reacbes adversas agudas (< 24h)
relacionadas a infusao de células mesenquimais.

e Avaliar a incidéncia de DECH crdnica.

e Comparar as taxas de resposta e de sobrevida na populagao pediatrica com

a adulta.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo multicéntrico retrospectivo, observacional e descritivo de
pacientes com doenga enxerto-contra-hospedeiro aguda corticorrefrataria tratados
com células mesenquimais estromais de corddo umbilical. Os centros participantes
foram:

e Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto-USP,
e Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo—USP,

e Grupo de Apoio ao Adolescente e a Crianga com Cancer—GRAACC,
e Hospital Samaritano,

e Hospital Sirio-Libanés,

e Hospital Israelita Albert Einstein,

e Fundacéo Pio XlI-Hospital do Cancer de Barretos,

e Hospital A.C.Camargo,

e Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2 PACIENTES

Foram incluidos neste estudo 52 pacientes com doencga
enxerto-contra-hospedeiro aguda corticorrefrataria e tratados com células

mesenquimais estromais nos centros participantes entre os anos 2015 e 2022.

4.2.1 Critérios de inclusao

e |dade de 0 a 65 anos;

e Pacientes submetidos a transplante alogénico de células progenitoras
hematopoéticas;

e Ter apresentado DECH aguda grau 2 || (MAGIC) refrataria ao tratamento com

corticosteroide.
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4.2.2 Critérios de exclusao

o Obito nas primeiras 24 horas ap6s a infusdo das células mesenquimais;

e Falta de informagéo clinica nos registros do paciente.

4.3 CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS

As células mesenquimais estromais foram isoladas do corddo umbilical de
neonatos saudaveis, expandidas ex vivo e criopreservadas com dimetilsulfoxido
(DMSO) entre a terceira e a sétima passagem. O produto final foi armazenado na
fase de vapor de um tanque de nitrogénio liquido (temperatura < 150°C negativos).
Antes da administragédo, o produto foi descongelado e reconstituido em albumina,
salina e citrato acido dextrose (ACD). O produto somente foi liberado para uso
clinico ap6s preencher os seguintes critérios de qualidade: viabilidade = 70%;
imunofendtipo tipico com presenca de marcadores CD73, CD90, CD105 e CD166 e
auséncia de expressao de marcadores de linhagem hematopoética e endotelial
CD45, CD34, CD14, CD31 e HLA-DR; auséncia de contaminagao por virus, fungos,

bactérias ou micoplasma.

4.4 VARIAVEIS DE INTERESSE

e idade

® Sexo

e doenca de base

e tipo de condicionamento

e fonte das células progenitoras hematopoéticas
e grau de compatibilidade HLA

e data da enxertia neutrofilica

e data do inicio da DECHa

e classificagdo da DECHa

e data da primeira infusdao de CMEs
e dose total de CMEs infundida
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e numero de infusdes de CMEs

e presenga e gravidade de efeitos adversos agudos (<24h) relacionados a
infusdo de CMEs

e resposta terapéutica nos dias 28, 100, 180, 1 ano e 2 anos da infusao (de
células mesenquimais)

e desenvolvimento de DECH cronica

e recaida da doencga de base

e ocorréncia ou ndo de obito até a data da censura

Os regimes de condicionamento foram classificados em mieloablativos (MAC)
ou intensidade reduzida (RIC), de acordo com a definicado do Center for International
Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) (BACIGALUPO et al., 2009). A
gravidade da DECH foi classificada de acordo com escore MAGIC (Tabela 1 e
Tabela 2) (HARRIS et al., 2016).

Tabela 1. Estadiamento da DECHa conforme as manifestacdes clinicas.

Estagio Pele? Figado® | TGl alto® TGl baixo*®

0 Ausente <2 Ausente ou | Adulto: < 500 ml ou <3 episodios
intermitente | Crianca: <10 ml/kg ou <4 episddios

1 <25% da SC 2-3 Persistente | Adulto: 500-999 ml ou 3-4 episddios
Crianga: 10-19,9ml/kg ou 4-6 episodios
2 25-50% da SC 3,1-6 - Adulto: 1000-1500 ml ou 5-7 episddios
Crianga: 20-30 ml/kg ou 7-10 episodios
3 >50% da SC 6,1-15 - Adulto: >1500 ml ou >7 episodios
Crianga: >30 ml/kg ou >10 episédios
4 >50% da SC + >15 - Dor abdominal intensa com ou sem ileo
formacao bolhosa e paralitico ou sangue (independente do
com descamagao > volume de diarreia)
5% SC

2Apenas eritema ativo; PBilirrubinas totais em mg/dL; “Nauseas,vomitos ou anorexia; “Evacuagdes ao
dia; SC: superficie corporal; TGI: trato gastrointestinal. Adaptado de Harris et al., 2016.
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Grau Pele Figado TGl alto TGl baixo
| Estadio 1-2 - - -
] Estadio 3 Estadio 0-1 Estadio 0-1 Estadio 0-1
1] Estadio 0-3 Estadio 2-3 Estadio 0-1 Estadio 2-3
v Estadio 4 Estadio 4 Estadio 0-1 Estadio 4

Adaptado de Harris et al. 2016.

A definicdo de cortirrefratariedade foi definida conforme os seguintes critérios
(ABEDIN; HAMADANI, 2020):
e progressao da doencga apos trés dias de tratamento ou
e falha de resposta apos sete dias de tratamento ou
e acometimento de novo sitio ou

e recorréncia da DECHa durante a fase de reducéo da dose de corticosteroide .

A classificacdo de resposta terapéutica ao uso de células mesenquimais
foram definidas de acordo com o descrito na Tabela 3:

Tabela 3. Classificacdo de resposta terapéutica ao uso de CMEs

Resposta Defini¢ao

Resposta completa | Resolugédo da DECHa em todos os 6rgéos envolvidos.

Resposta parcial Melhora de um estagio em um érgao sem piora de outros orgaos.

Resposta global Inclui respostas parcial e completa.

Respondedores Pacientes que atingiram resposta global.
Nao Pacientes que nao atingiram resposta global.
respondedores

Adaptado de Kurtzberg et a. 2020a.
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4.5 AVALIAGAO ETICA

O estudo foi conduzido de acordo com a Declaragdo de Helsinque e
aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP (CAAE: 60732522.4.0000.5440) e
das outras instituicdes participantes. Foi solicitado ao CEP e aceita a dispensa de
aplicagao do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), devido ao fato de
se tratar de um estudo retrospectivo, especialmente considerando que uma

porcentagem substancial dos pacientes ja havia falecido.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao ou mediana
(intervalo) de acordo com as caracteristicas de distribuicdo e proporgdes. Quando
dois grupos foram comparados, foi usado um teste t de Student ndo pareado (para
dados paramétricos) ou o teste de Mann-Whitney (para dados ndo paramétricos). As
variaveis categoricas foram apresentadas como frequéncia (%) e comparadas por
meio do teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As estimativas de sobrevida
global (SG) foram calculadas usando o método de Kaplan-Meier, e as diferengas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste de log-rank. O tempo até os eventos foi
calculado em dias e meses a partir do diagnostico de DECHa até o dia da primeira
administragdo de CME e deste até o 6bito ou a ultima data de acompanhamento,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes
quando o valor de p estava abaixo de 0,05. As analises estatisticas foram realizadas

usando o software estatistico GraphPAD Prism, versédo 9.5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 PACIENTES, DOSE CELULAR INFUNDIDA E ESQUEMA DE INFUSAO

Dos 58 pacientes inicialmente avaliados, o total de 52 com DECHa-CR foi
incluido na anadlise, tratados com infusdo de CMEs entre 2015 e 2022. Quatro
pacientes ndo preencheram os critérios de inclusdo (outros diagnosticos: 1 com
DECH crénica e 3 com falha de enxertia), e dois pacientes foram excluidos da
analise, um por falta de informacéo clinica e outro por ter falecido de sepse dentro

das primeiras 24 horas apos a infusdo de CME (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma mostrando os motivos da exclusao de 6 pacientes.

58 pacientes avaliados

4 nao preencheram os critérios de inclusao
e 3 receberam CME para falha de enxertia
e 1 recebeu CME para DECH crénica

54 preencheram os critérios de inclusao

2 foram excluidos
e auséncia de informagao clinica
e Obito < 24 horas

52 foram incluidos na analise

A mediana (intervalo) de idade no momento do transplante foi 12,5 anos
(0,3-65 anos) e a maioria dos pacientes era do sexo masculino (65,4%). A maioria
dos pacientes foi submetida a regimes de condicionamento mieloablativos (78,8%).
A medula éssea foi a principal fonte de CPH (57,7%). A distribuicdo dos casos de
DECHa quanto a gravidade foi a seguinte: 3,8% com DECHa de grau Il, 25% com
grau lll e 71,2% com grau IV. O acometimento de pele, trato gastrointestinal e figado
foi observado em 75%, 96,2% e 38,5% dos pacientes, respectivamente. A mediana
(intervalo) de seguimento foi de 4,6 (0-92) meses. A mediana (intervalo) de tempo
desde o diagnédstico até a infusdo de CMEs foi de 36,5 (4-250) dias. A mediana
(intervalo) do numero de infusdes foi de 4 (1-11) e a dose média + desvio padrao

(DP) por infuséo foi de 4,73 x 10%kg * 1,3 x 10%kg. Analisando separadamente os
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grupos de adultos e criancas, observou-se diferenga estatistica em relagdo ao
diagnéstico (p= 0,02), condicionamento (p= 0,002) e fonte de CPH (p < 0,0001). Nao
houve diferenga estatistica entre os grupos com relagao a gravidade da DECHa, aos
orgaos acometidos, ao tempo decorrido até a infusdo, ao numero de infusbes e a
dose infundida. A Tabela 4 resume as caracteristicas dos pacientes, dose celular
infundida e esquema de infusdo do total de pacientes e de acordo com a idade, < 18

anos (criancas) e = 18 anos (adultos).

Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes, dose infundida e esquema de infusao.

Total (n=52) Criang¢as (n=35) Adultos (h=17) P-valor

Idade (anos)* 12,5 (0,3-65) 8 (0,3-16) 32 (20-65)

Sexo masculino (%) 34 (64,4) 23 (65,7) 11 (64,7) 1,0
Diagnéstico (%) 0,02
Leucemia aguda/SMD 39 (75,0) 30 (85,7) 9 (52,9)

Linfoma 3(5,8) 0 3(17,6)

Anemia aplastica 4 (7,7) 2(5,7) 2 (11,8)

Outros 7 (11,5) 3(8,6) 3(17,6)
Condicionamento (%) 0,002
MAC 41 (78,8) 32 (91,4) 9 (52,9)

RIC 11 (21,2) 3(8,6) 8 (47,1)

Fonte CPH (%) < 0,0001
MO 30 (57,7) 27 (77,1) 3(17,6)

SP 20 (38,5) 6(17,2) 14 (82,4)

SCUP 2(3,8) 2(5,7) 0

Grau DECHa (%) 0,37
Il 2(3,8) 2(5,7) 0

1] 13 (25,0) 10 (28,6) 3(17,6)

v 37 (71,2) 23 (65,7) 14 (82,4)

Orgaos acometidos (%) 0,79
Pele 39 (75,0) 23 (65,7) 16 (94,1)

TGI 50 (96,2) 33 (94,3) 17 (100)

Figado 21 (38,5) 13 (37,1) 8 (47,1)

Tempo até infusao (dias)* 36,5 (4 - 294) 39 (4 - 250) 27 (12 - 294) 0,6
N° de infus6es* 4(1-11) 4(1-11) 3(1-8) 0,06
Dose média* (x 10°/kg) 4,73 +1.30 493+14 4,31+0.98 0,11

*Mediana (intervalo); *Média * desvio padrdo; SMD: sindrome mielodisplasica; MAC: condicionamento
mieloablativo; RIC: condicionamento intensidade reduzida; CPH: célula progenitora hematopoética; MO: medula
6ssea; SP: sangue periférico, SCUP: sangue de corddao umbilical e placentario, DECHa: doenca
enxerto-contra-hospedeiro aguda; TGI: trato gastrointestinal
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5.2 EFICACIA

5.2.1 Resposta global

A taxa de resposta global (RG) no dia 28 apés a infusdo das CMEs foi de
63,5% do total de pacientes, 71,5% no subgrupo de criangas e 47,1% no subgrupo
dos adultos (p= 0,12). No dia 100, a RG foi de 36,6% (45,7% em criangas e 17,7%
em adultos, p= 0,06). No dia 180, a RG foi de 34,6% (45,7% em criancas e 11,8%
em adultos, p= 0,02). A RG em 1 ano apés a infusao foi de 28,8% (37,2% em
criangas e 11,8% em adultos, p= 0,1). A RG em 2 anos ap6s a infuséo foi de 26,9%
(34,3% em criangas e 11,8% em adultos, p= 0,1). Analisando separadamente
adultos e criangas, observamos que houve diferenca estatistica entre as taxas de
resposta completa nos dias 28 (p= 0,03) e 100 (p= 0.008). As taxas de RG, resposta
completa (RC) e resposta parcial (RP), do total de pacientes e dos subgrupos estao

resumidas na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliagao de resposta do total de pacientes e dos subgrupos.

Total (n= 52) Criangas (n= 35) Adultos (n=17) P-valor
Dia 28
RG (%) 33 (63,5) 25 (71,5) 8 (47,1) 0,12
RC (%) 19 (36,6) 17 (48,6) 2 (11,8) 0,03
RP (%) 14 (26,9) 8 (22,9) 6 (35,3)
Dia 100
RG (%) 19 (36,6) 16 (45,7) 3(17,7) 0,06
RG (%) 16 (30,8) 15 (42,8) 1(5,9) 0,008
RP (%) 3(5,8) 1(2,9) 2 (11,8)
Dia 180
RG (%) 18 (34,6) 16 (45,7) 2 (11,8) 0,02
RC (%) 17 (32,7) 15 (42,8) 2 (11,8) 0,05
RP (%) 1(1,9) 1(2,9) 0
1 ano
RG (%) 15 (28,8) 13 (37,2) 2 (11,8) 0,1
RC (%) 14 (26,9) 12 (34,3) 2 (11,8) 0,15
RP (%) 1(1,9) 1(2,9) 0
2 anos
RG (%) 14 (26,9) 12 (34,3) 2 (11,8) 0,1
RC (%) 14 (26,9) 12 (34,3) 2 (11,8)
RP (%) 0 0 0

RG: resposta global; RC: resposta completa; RP: resposta parcial
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5.2.2 Sobrevida global e sobrevida livre de recaida

As sobrevidas global (SG) (Figura 5) e livre de recaida (SLR) (Figura 6)
observadas no subgrupo das criangas foram significativamente superiores as dos
adultos (p= 0,0006 e p= 0,0014, respectivamente). Além disso, os pacientes que
tiveram resposta favoravel no dia 28 da infusdo de CMEs também tiveram SG
superior (p < 0,0001) (Figura 7). A SG do total de pacientes nos dias 100 e 180 foi
de 51,9% (27/52) e 38,5% (20/52), respectivamente. No dia 100, a SG em criangas
e adultos foi de 62,9% (22/35) e 29,5% (5/17), respectivamente (p= 0,038). No dia
180, a SG em criancas e adultos foi de 48,6% (17/35) e 17,6% (3/17),
respectivamente (p= 0,038). Finalmente, considerando apenas os pacientes que
faleceram (35/52; 67,3%), observamos que criangas e adultos levaram 68,5
(12-547) dias e 25,0 (2-644) dias da primeira infusdo de CME até o &bito,
respectivamente (p= 0,02).

Figura 5. Sobrevida global de acordo com os subgrupos.
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Figura 6. Sobrevida livre de recaida de acordo com os subgrupos.
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Figura 7. Sobrevida global de acordo com a avaliagao de resposta no dia 28.
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5.3 DECH CRONICA

Somente os pacientes que sobreviveram além do dia 100 do TCPH (44
pacientes, 84,6%) foram avaliados para a ocorréncia da DECH crénica, que foi
observada em 10 (22,7%) dos pacientes, dos quais 7/34 (20,6%) criangas e 3/10
(30%) adultos (p= 0,67).

5.4 SEGURANCA

Um total de 17 (32,7%) pacientes (12 criangas e 5 adultos) apresentaram
eventos adversos (EAs) agudos associados a infusdo de CMEs dos quais apenas 2
foram considerados grau 3 (nenhum grau 4), de acordo com o Common Terminology
Criteria for Adverse Events (CTCAE) (MENDOZA et al., 2017). Os eventos adversos
gastrointestinais (nauseas, vomitos e colicas intestinais) foram os mais prevalentes
e ocorreram em 13,5% dos pacientes. Nao houve diferenga entre os dois grupos
(crianga e adulto) quanto a ocorréncia de EAs agudos em geral. Entretanto, a
ocorréncia de EAs cardiovasculares (taquicardia/bradicardia e
hipertensao/hipotensao) foi observada em 11,4% das criangas e em 54,5% dos
adultos (p= 0,06). Os AEs agudos associados a infusdo das CMEs no total de

pacientes e dos subgrupos estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Eventos adversos associados a infusdo de células mesenquimais.

Total (h=52) Criangas (n=35) Adultos (n=17) P-valor

Eventos adventos (%) 17 (32,7) 12 (34,3) 5(29,4) 1,0
Taquicardia/bradicardia 6 (11,5) 2 4
Hipertensao/hipotenséo 4 (7,7) 2 2
Dispneia 2(3,8) 1 1
Nauseas/vémitos/colica 7(13,5) 7 0
Dor de cabecga/tontura 5(9,6) 4 1
Convulsao 1(1,9) 1 0
Febre/calafrio 5(9,6) 4 1
Exantema/prurido 2(3,8) 1 1
Angioedema 1(1,9) 1 0
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6. DISCUSSAO

Este estudo observacional e retrospectivo mostrou que a administracéo de
células mesenquimais estromais obtidas do corddo umbilical resultou em beneficios
clinicos substanciais em pacientes com a doenga enxerto-contra-hospedeiro aguda
corticorrefrataria, especialmente em criangas. Aproximadamente, dois tergcos dos
pacientes aqui incluidos apresentaram resposta global no dia 28 da infusdo das
células mesenquimais, o que esta de acordo com o que foi relatado em estudos
anteriores, que mostraram resposta que variou de 56% a 70,4% (KURTZBERG et
al., 2020a; KURTZBERG et al., 2020b; KEBRIAEI et al., 2020; MURATA et al., 2021;
DING et al., 2023) (resumo na Tabela 7). A taxa de resposta global do presente
estudo foi muito maior em criangas do que em adultos, semelhante ao observado
por Kebriaei et al. (2020) em um estudo multicéntrico randomizado que avaliou a
eficacia do uso de CMEs (remestemcel-L) em DECHa-CR. No estudo em questao, a
populagdo pediatrica que recebeu o remestemcel-L apresentou uma RG
significativamente maior em comparagdo com o placebo (64% vs 23%), o que nao
foi observado na populagcdo com 18 anos ou mais (57,7% vs 60,3%). Nossos
resultados também foram semelhantes aos dos dois estudos de Kurtzberg et al.
(2020a; 2020b), nos quais os autores avaliaram apenas a populagao pediatrica. O
primeiro estudo, um ensaio clinico de fase 3 de brago unico, incluiu 54 pacientes e
evidenciou uma taxa de resposta global de 70,4% no dia 28 apds a infusdo de
CMEs (KURTZBERG et al., 2020a). O segundo estudo mostrou os resultados de um
programa de acesso expandido o qual incluiu 241 pacientes, com taxa de resposta
global de 63,1% no dia 28 (KURTZBERG et al., 2020b). Considerando apenas a
populacéo pediatrica, nosso estudo mostrou RG de 71,5% no dia 28. O mais
interessante € que, em nosso estudo, quase a metade das criangcas apresentou
resposta completa 28 dias apds a infusao, indice superior ao observado nos dois
ensaios clinicos de Kurtzberg et al. (2020a; 2020b) (48,6% vs 29,6% e 14,1%). Uma
possivel explicacdo para esse achado seria a maior dose de CMEs (o dobro) em
nosso estudo do que nos estudos referidos, apesar da infusao celular relativamente
tardia (36,5 dias apds o diagnostico de DECHa vs. 12 e 23 dias). Além disso, os
pacientes de nosso estudo apresentavam um perfil de gravidade maior comparado
com os dois estudos de Kurtzberg et al. (2020a; 2020b) acima mencionados (96,2%

vs. 88,8% e 80,1%). E possivel que uma dose maior de CMEs tenha compensado a
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terapia relativamente tardia, o menor niumero de infusdes (4 vs. 9,9 e 11) e a
DECHa mais grave em nossos pacientes do que nos demais, conforme ilustrado na
Tabela 7.

Em nosso estudo, a sobrevida global da coorte total (criangas e adultos) no
dia 100 foi menor do que a observada nos dois estudos de Kurtzberg et al. (2020a;
2020b), que, cumpre lembrar, incluiram apenas criangas. No entanto, considerando
apenas as criangas do nosso estudo, a diferenga parece nao ser significativa (62,9%
vs. 74,1% e 66,9%). A sobrevida global da coorte total no dia 180 da infusao foi
semelhante a observada por Kebriaei et al. (2020) e Murata et al. (2021) (38,5% vs.
34% e 40%, respectivamente). Além disso, em nosso estudo, a sobrevida global em
criancgas foi muito melhor do que a observada em adultos, o que esta de acordo com
Kebriaei et al. (2020). Ademais, a sobrevida global da populagdo pediatrica no
presente estudo (48,6%) no dia 180 foi inferior & observada por Kurtzberg et al.
(2020a) (68,5%). Conforme mencionado acima, todos os pacientes do estudo de
fase 3 de Kurtzberg et al. (2020a) receberam CMEs como terapia de segunda linha
e mais precocemente do que nossa coorte, o que poderia explicar os resultados
inferiores encontrados em nosso estudo. Esses fatores sugerem que a infusdo de
CMEs deve ser instituida o mais brevemente possivel, conforme demonstrado por
Murata et al. (2021), que observaram melhor resposta quando as CMEs foram
infundidas nas primeiras duas semanas do diagnéstico da DECHa (p= 0,029).
Talvez mais importante seja a questdo de que, em nosso estudo, como mencionado
acima, a gravidade da doenga era maior que no estudo citado, como consta da
Tabela 7. Por fim, como esperado, a sobrevida global no grupo respondedor,
definido como aqueles que atingiram resposta global no dia 28, foi superior a
observada no grupo néo respondedor, 0 que esta de acordo com o observado por
outros (KURTZBERG et al., 2020; MURATA et al., 2021).

E possivel que a administragdo de CMEs para DECHa-CR em nossos
pacientes tenha resultado em redugdo da ocorréncia de DECH crbnica (neste
estudo 22,7% vs. 50%, aproximadamente, na literatura) (ARAI et al., 2015; ZEISER;
BLAZAR, 2017b), fendmeno ja sugerido por outros (FISHER et al., 2019). E
importante salientar que a DECH crbénica € uma complicagdo temida do TCPH
alogénico, especialmente quando refrataria ao uso de corticosteroides, pois existem
poucas alternativas terapéuticas de segunda linha com beneficio inequivocamente

comprovado (ZEISER; LEE, 2022), de modo que a reducgao da incidéncia dessa
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complicagdo pode caracterizar um beneficio adicional do uso de CMEs para tratar a
DECHa. Por fim, neste estudo, ndo foi observada diferenca entre a incidéncia de
DECH crénica em criancas e adultos.

Aproximadamente, um terco dos nossos pacientes apresentou EA agudo, em
sua maioria de leve intensidade (graus 1 e 2, de acordo com o CTCAE); no entanto,
esta foi uma taxa maior do que a observada por outros (KURTZBERG et al., 20203;
DING et al.,, 2023; LALU et al., 2012; THOMPSON et al., 2020). Uma possivel
explicacédo para esse achado seria o fato de nossos pacientes apresentarem doenga
mais avancada e de ter sido feita mais tardiamente durante a evolugcado da doenca,
em que a inflamagcdo seria, supostamente, mais intensa. Apesar disso,
consideramos importante ressaltar que a ocorréncia de EA de grau 3 foi muito baixa
(observada em apenas dois pacientes em nossa coorte) e que nenhum paciente
apresentou EA de grau 4. Um achado interessante foi que o grupo adulto parece ser
mais vulneravel a EA cardiovascular (Tabela 6). Além disso, a taxa de EA em
nossos pacientes foi menor do que a observada com o uso de ruxolitinibe (JAGASIA
et al., 2020; ZEISER et al., 2020), apesar de nao termos acompanhado os pacientes
quanto a ocorréncia de EA de inicio tardio. O uso de CMEs nao foi associado a
alteragdes hematologicas, enquanto a citopenia, especialmente a trombocitopenia, €
uma complicagdo comum do uso de ruxolitinibe. Locatelli et al. (2022) observaram
que aproximadamente metade dos pacientes (criangas) tiveram alteragbes de dose
ou interrupcao de uso da droga devido a eventos adversos, que parecem ser mais
frequentes e mais graves que os encontrados no presente estudo.

A indicacdo de uso de CMEs para DECHa-CR deve levar em consideracao
outros agentes com eficacia e perfil de seguranga conhecidos. Neste contexto, o
agente mais importante é o medicamento ruxolitinibe, recentemente aprovado pelo
FDA para pacientes maiores de 12 anos com DECHa-CR (MARTINI, D.J.; CHEN
Y.B.; DEFILIPP, Z.; 2022) no entanto, as taxas de resposta completa ainda n&o sao
plenamente satisfatérias (JAGASIA et al., 2020; ZEISER et al., 2020). Em estudo
randomizado publicado recentemente, um total de 309 pacientes foram incluidos,
dos quais 154 receberam ruxolitinibe e 155 o melhor tratamento disponivel (grupo
controle). As taxas de resposta global (62% vs. 39%) e de resposta completa
(34,4% vs. 19,4%) no dia 28 foram maiores no grupo experimental do que no grupo
controle. A sobrevida global mediana foi de 11,1 meses no grupo tratado com

ruxolitinibe e de 6,5 meses no grupo controle (Risco relativo de morte: 0,83; IC 95%:
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0,60 to 1,15). Nossos resultados sugerem que as CMEs propiciam uma taxa de
resposta semelhante a apresentada com essa droga e, aparentemente, uma taxa de
resposta completa ainda maior considerando todos os pacientes aqui descritos.
Outra questado importante € a taxa de incidéncia de eventos adversos, que parece
ser maior e mais grave com ruxolitinibe do que com as CMEs. Finalmente,
comparando a terapia com CMEs com o tratamento com ruxolitinibe, em relagéo as
taxas de resposta em criangas, observamos resultados levemente inferiores de RG
e semelhantes de RC no dia 28 (71,5/48,2% vs. 84,4/48,9%, respectivamente)
(LOCATELLI et al.,, 2022). Além disso, nos estudos REACH1 e REACH2, que
avaliaram o uso de ruxolitibe em adultos, a resposta global no dia 28 foi de 54,9% e
62%, respectivamente, superior aos nossos resultados (47,1%), entretanto, com as
ressalvas sobre a gravidade de nossa coorte previamente mencionadas (JAGASIA
et al., 2020; ZEISER et al., 2020).

Outro aspecto importante € o acesso relativamente limitado a outras drogas
para DECHa-CR na rede publica de saude em nosso pais, como, por exemplo, o ja
citado ruxolitinibe. Além disso, os produtos de CMEs sdo administrados por um
curto periodo de tempo, enquanto o ruxolitinibe é geralmente usado por periodos
mais longos. E importante ressaltar que o ruxolitinibe ainda ndo esta aprovado para
menores de 12 anos, exatamente a faixa etaria para a qual a administracdo de
CMEs se mostrou mais eficaz.

As CMEs obtidas do corddo umbilical sdo uma fonte relativamente nova de
CMEs, e sao associadas a uma série de vantagens, como maior potencial
proliferativo, menor risco de transmissibilidade de agentes infecciosos, maior
facilidade de producdo de unidades prontas para uso € um menor risco para o
doador (RINGDEN et al., 2022). Outras fontes interessantes para obtencdo de
CMEs parecem ser a medula éssea e decidua, que também sdo usadas para tratar
DECHa-CR em criancas (KUCI et al., 2016; RINGDEN; GUSTAFSSON; SADEGHI,
2020). A principal desvantagem € que a separac¢ao das CMEs do cordao umbilical é
mais trabalhosa em comparagao com a medula éssea como fonte.

Este estudo apresenta as seguintes limitagcdes principais, sendo a primeira
inerente as analises retrospectivas. Outra limitagdo € o tamanho relativamente
pequeno da amostra, especialmente para o grupo adulto (um tergo da coorte total) e
apos o dia 180 da infusdo de CMEs. Além disso, no presente estudo, pode-se notar

relativa heterogeneidade dos pacientes, como quanto ao diagndstico e aos cuidados
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com o paciente, a fonte de enxerto, os regimes de condicionamento, a profilaxia e o

tratamento de segunda linha para DECHa. Por fim, uma limitagdo € o curto periodo

de acompanhamento, que ndo permitiu avaliar a ocorréncia de complicacbes

tardias. Apesar dessas limitagdes, tivemos um tamanho amostral grande o suficiente

para mostrar a diferenga de resposta entre criangas e adultos em relagdo aos

desfechos de eficacia das CMEs para DECHa, além da importancia da taxa de

resposta no dia 28, que propiciou dividir a coorte entre os respondedores e 0s nao

respondedores, de modo a estabelecer a avaliagdo no dia 28 como um marco a ser

seqguido.

Tabela 7. Estudos recentes que avaliaram o uso de CMEs em DECHa-CR.

Kebriaei Kurtzberg Kurtzberg Murata Ding Donadel®
(2020) (2020) (2020) (2021) (2023) (2023)
Tipo de estudo fase 3 fase 3 acesso retrospectivo  retrospectivo retrospectivo
expandido

Participantes 163 54 241 309 54 52
Idade® 43,8 7,0 9,6 49 12,5 12,5
DECHa grave® (%) 77,3 88,8 80,1 80,5 88,8 96,2
Fonte de CME MO MO MO MO CO CO
Tratamentos prévios >3 2 22 21 >3 >3

N° de infus6es® 8,8 9,9 11 2 4
Dose por infusao?® 2 2 2 2 2,54 4,73
Tempo até a infusao® - 12 23 29 19 36,5
RG dia 28 (%) 58,3 70,4 65,1 56 59,3 63,5 (71,5)°
RC dia 28 (%) - 29,6 14,1 24 44 36,6 (48,6)°
SG dia 100 (%) - 741 66,9 - - 51,9 (62,9)°
SG dia 180 (%) 34 68,5 - 40 - 38,5 (48,6)¢

DECHa: doenga enxerto-contra-hospedeiro aguda; CR: corticorrefrataria; CME: célula mesenquimal
estromal; RG: resposta global; RC: resposta completa; SG: sobrevida global; MO: medula éssea; CO:
cordao umbilical; 2média ou mediana; °grau llI/IV ou C/D; °estudo presente; ¢(criangas)
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Acreditamos que as células mesenquimais estromais do corddo umbilical
constituem uma modalidade terapéutica valiosa para a doenga aguda do enxerto
contra o hospedeiro corticorrefrataria, especialmente em paises em que outras
terapias de segunda linha estdo menos disponiveis, ou mesmo indisponiveis,
considerando principalmente aqueles do SUS. As criangas apresentaram uma taxa
de resposta muito superior a observada nos adultos. Além disso, a resposta clinica
no dia 28 parece ser fundamental para definir o progndstico. Ademais, a
administragcdo de CME de cordao umbilical parece ser segura. Nosso grupo acredita
que a administracdo de CMEs deve ser considerada como terapia de segunda ou
terceira linha para a DECHa-CR em criangas e, talvez, em adultos. Por fim, seria
interessante, no futuro, investigar a associagao entre o uso de CMEs e o ruxolitinibe,
principalmente em adultos, mesmo como terapia ponte até o ruxolitinibe

proporcionar os efeitos benéficos que se espera de seu uso.
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Abstract: Background: Steroid-refractory acute graft-vs.-host disease (SR-aGVHD) is a complication
of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation with a dismal prognosis and for which there
is no consensus-based second-line therapy. Ruxolitinib is not easily accessible in many countries.
A possible therapy is the administration of mesenchymal stromal cells (MSCs). Methods: In this
retrospective study, 52 patients with severe SR-aGVHD were treated with MSCs from umbilical cord
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(UC-MSCs) in nine institutions. Results: The median (range) age was 12.5 (0.3-65) years and the
mean + SD dose (x10°/kg) was 4.73 + 1.3 per infusion (median of four infusions). Overall (OR) and
complete response (CR) rates on day 28 were 63.5% and 36.6%, respectively. Children (r = 35) had
better OR (71.5% vs. 47.1%, p = 0.12), CR (48.6% vs. 11.8%, p = 0.03), overall survival (p = 0.0006),
and relapse-free survival (p = 0.0014) than adults (n = 17). Acute adverse events (all of them mild or
moderate) were detected in 32.7% of patients, with no significant difference in children and adult
groups (p = 1.0). Conclusions: UC-MSCs are a feasible alternative therapy for SR-aGVHD, especially
in children. The safety profile is favorable.
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1. Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT) is a potential curative
treatment option for many hematological diseases (Snowden et al., 2022). Nevertheless, it
is commonly associated with complications such as infection, immunosuppression, and
acute graft-versus-host disease (aGVHD) [1-3].

aGVHD affects approximately 40% of patients undergoing alloHSCT, varying accord-
ing to the type of donor, cell source, and method of prophylaxis [4-9]. aGVHD is the
leading cause of short-term death in patients undergoing alloHSCT and is characterized
by acute inflammation and organ dysfunction [10]. The organs most frequently affected
are the skin (maculopapular rash), the gastrointestinal tract (nausea, vomiting, anorexia,
watery or bloody diarrhea, and abdominal cramps), and the liver (cholestasis, manifested
by hyperbilirubinemia), typically occurring in the first 100 days of transplantation, but
occasionally starting after this period, even superimposed to chronic GVHD, the so-called
overlap syndrome [11]. The diagnosis of aGVHD is based on clinical and anatomopatho-
logical findings of the affected tissue or organ [12]. The most used classification for aGVHD
severity is the Mount Sinai Acute GVHD International Consortium (MAGIC) [13]. Each
affected organ (skin, liver, upper gastrointestinal tract, and lower gastrointestinal tract) is
individually graded based on the severity of involvement, ranging from stage 1 (mild) to
stage 4 (very severe), and the disease is graded globally from grade I (mild) to IV (very
severe). Grades III-IV confer, as expected, a higher mortality rate [10].

Corticosteroids (prednisone or methylprednisolone at a dose of 1-2 mg/kg/day) are
the first-line therapy for this complication; however, 40-50% of patients are refractory to
this class of drug [14,15]. Steroid-refractory aGVHD (SR-aGVHD) is associated with a
dismal prognosis, with a survival rate, considering all grades, of 40% at six months [14],
and as low as 17% for long-term survival for non-responders to therapy [16]. Recently, the
inhibitor of JAK2 ruxolitinib was approved by the Food and Drug Administration (FDA)
for the second-line treatment of aGVHD, as it results in a response rate in approximately
two-thirds of patients [17,18]. Several other agents were evaluated; however, none provided
an entirely satisfactory clinical response [19]. An interesting alternative as a second-line
treatment for SR-aGVHD could be the administration of mesenchymal stromal cells (MSCs).

MSCs are non-hematopoietic cells of mesodermal origin that are present in most body
tissues, including bone marrow, adipose tissue, umbilical cord, and placenta, from which
they can be extracted and expanded ex vivo [20,21]. MSCs can basically be used for two
purposes: to regenerate tissues and organs [22,23] and for immunomodulation in immune-
mediated disorders, such as autoimmune diseases and aGVHD [24,25]. MSCs diminish
inflammation intensity and induce immune suppression by, at least in part, suppression
of the proliferation of T and NK cells and reduction of the number of pro-inflammatory
monocytes. Additionally, MSCs promote regulatory T cell expansion [26]. In 2004, Le
Blanc et al. reported a successful case of MSC use for aGVHD [27]. Later, the same group
described a series of cases in which MSC administration for aGVHD provided excellent
disease control [28]. Subsequently, Kurtzberg et al,, in two important studies, showed
benefits of MSC administration for children with aGVHD. The first study was a one-arm
phase 3 clinical trial that showed encouraging (overall response in 70.4% of the patients
at day 28) clinical benefits for patients treated with MSCs [29]. The second study, an
expanded access program, included 241 patients with an overall response rate at day 28
and overall survival at day 100 of 63.1% and 66.9%, respectively, a result much better than
those previously reported in the literature with other types of therapy [30]. Other studies
also showed encouraging results, which contributed to the approval of MSC product
use in children with SR-aGVHD in Canada, New Zealand, and Japan [31]. Because of
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some encouraging results obtained so far, the European Society for Blood and Marrow
Transplantation recommended MSC administration as second-line therapy (category 2A)
for acute GVHD [32]. A retrospective study of bone marrow MSC use in SR-aGVHD
developed by our group showed a 2-year survival rate of 17%, in which all survivors had
a complete response [33]. These studies employed bone marrow as the source of MSC.
Nevertheless, the use of the umbilical cord as a source seems to be associated with similar
results [34].

MSC administration has been associated with a few adverse events, usually of mild
presentation [29,30,33]. Besides the favorable safety profile, MSC products can be manu-
factured relatively easily in centers that have a laboratory dedicated to cellular therapy.
Additionally, MSC products can be manufactured in countries in which other biologicals
for second-line therapy for this disease are not readily available or are totally unavailable.

In this study, we retrospectively analyzed the results of umbilical cord-derived MSC
administration as a salvage therapy for patients with SR-aGvHD.

2. Results
2.1. Patients’ Characteristics, Infused Cell Dose, and Schedule

A total of 52 patients with SR-aGVHD were included in the analysis according to the
inclusion and exclusion criteria. Two patients were excluded from the analysis, one because
of a lack of data and another one because he died of sepsis within 24 h of MSC infusion
(Figure 1). The median (range) age at transplantation was 12.5 years (0.3-65), and males
made up the majority (65.4%) of the study group. The median (range) follow-up was 4.6
(0-92) months. The median (range) time from diagnosis to MSC infusion, and the number
of infusions were 36.5 (4-250) days and 4 (1-11), respectively. The mean =+ SD dose per
infusion was 4.73 x 10"/kg + 1.30 x 10"/kg. Time to infusion, number of infusions, and
MSC dose had no statistical difference between children and adults.

58 patients were assessed for eligibility

4 did not meet inclusion criteria
> * 3 received MSC for graft failure
* 1 received MSC for chronic GVHD

Y

54 patients met inclusion criteria

2 were excluded
> » 1 data not available
+ 1 death < 24 hours

Y

52 patients were included in the analysis

Figure 1. Flowchart showing the reasons for the exclusion of 6 patients, which resulted in a total of
52 patients included in the analyses.

Table 1 summarizes the patient characteristics of the overall population, infused cell
dose, and schedule, according to age, <18 years (children) and >18 years (adults).
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Table 1. Clinical characteristics of patients with steroid-refractory acute graft-versus-host disease.

Total (1 =52) Children (n = 35) Adults (n =17) p-Value

Age (years), median

(raner) 125 (0.3-65) 8 (0.3-16) 32 (20-65)
Male (%) 34 (65.4) 23 (65.7) 11 (64.7) 1.0
Diagnosis (%) 0.02
Acute leukemia /MDS 39 (75.0) 30 (85.7) 9(52.9)
Lymphoma 3(58) 0 3(17.6)
Aplastic anemia 4(7.7) 2(5.7) 2(11.8)

Others 7 (11.5) 3(8.6) 3(17.6)
Conlditioning 0.002
regimen (%)

MAC 41 (78.8) 32 (91.4) 9(52.9)

RIC 11 (21.2) 3(8.6) 8 (47.1)
Graft source (%) <0.0001
BM 30 (57.7) 27 (77.1) 3(17.6)
PBSC 20 (38.5) 6 (17.2) 14 (82.4)
UCB 2(38) 2(57) 0
aGVHD severity (%) 0.37
i 2(38) 2(5.7) 0
i 13 (25.0) 10 (28.6) 3(17.6)
v 37 (71.2) 23 (65.7) 14 (82.4)
Organs affected (%) 0.79
Skin 39 (75.0) 23 (65.7) 16 (94.1)
Gut 50 (96.2) 33 (94.3) 17 (100)
Liver 21 (38.5) 13 (37.1) 8 (47.1)
e it B Y 39 (4-250) 27 (12-294) 06
median (range)
N° of MSCs infusions,
i i) 4(1-11) 4 (1-11) 3 (1-8) 0.06
MSCs Dose (X10kg), 4o, 1 3 493+ 14 4314098 011
mean + SD

* After aGVDH,; MDS: myelodysplastic syndrome; MAC: myeloablative conditioning; RIC: reduced-intensity
conditioning; BM: bone marrow; PBSC: peripheral blood stem cell; UCB: umbilical cord blood; aGVHD: acute
graft-versus-host disease; MSC: mesenchymal stromal cells.

2.2. Efficacy
2.2.1. Overall Response (OR)

A total of 63.5% of the patients (children, 71.5%; adults, 47.1%) had a favorable
response on day 28 after MSC infusion, which progressively declined throughout the
period of evaluation (2 years) until reaching only 26.9% (children 34.3%; adults 11.8%)
(Table 2).

2.2.2. Overall (OS) and Relapse-Free Survival (RFS)

Children presented a much better OS and RFS than adults (p = 0.0006 and p = 0.0014,
respectively) (Figure 2). Moreover, the patients who had a favorable response on day 28
after MSC infusion had also a better OS (p < 0.0001) (Figure 3). Total OS at days 100 and 180
were 51.9% (27/54) and 38.5% (20/54), respectively. On day 100, OS in children and adults
was 62.9% (22/35) and 29.5% (5/17), respectively (p = 0.038). On day 180, OS in children
and adults was 48.6% (17/35) and 17.6% (3/17), respectively (p = 0.038). Finally, considering
only patients who died (35/52; 67,3%), we observed that children and adults took 68.5
(12-547) days and 25.0 days (2-644) from the first MSC infusion to death, respectively
(p=0.02).
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Table 2. Overall response to MSC infusion according to the groups.
Total (n = 52) Children (1 = 35) Adults (1 =17) p-Value
OR day 28 (%) 33 (63.5) 25 (71.5) 8(47.1) 0.12
CR 19 (36.6) 17 (48.6) 2(11.8) 0.03
PR 14 (26.9) 8(22.9) 6(35.3)
OR day 100 (%) 19 (36.6) 16 (45.7) 3(17.7) 0.06
CR 16 (30.8) 15 (42.8) 1(5.9 0.008
PR 3(5.8) 1(29) 2(11.8)
OR day 180 (%) 18 (34.6) 16 (45.7) 2(11.8) 0.02
CR 17 (32.7) 15(42.8) 2(11.8) 0.05
PR 1(1.9) 1(2.9) 0
OR 1 year (%) 15(28.8) 13(37.2) 2(11.8) 0.1
CR 14 (26.9) 12 (34.3) 2(11.8) 0.15
PR 1(1.9) 129 0
OR 2 years (%) 14 (26.9) 12 (34.3) 2(11.8) 01
CR 14 (26.9) 12 (34.3) 2(11.8)
PR 0 0 0
OR: overall response; CR: complete response; PR: partial response.
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Figure 2. Overall (A) and relapse-free survival (B) in children and adults (after MSC infusion).
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Figure 3. Overall survival according to response (complete and partial) at day 28 after MSCs.

2

2.3. Chronic GVHD

The occurrence of chronic GVHD was evaluated in 44 of 52 patients (only those who
survived beyond day 100 from HSCT), of which 7/34 (20.6%) children and 3/10 (30%)
adults had this complication (p = 0.67).
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2.3. Safety

A total of 17 (32.7%) patients (12 children and 5 adults) presented acute AE associated
with MSC infusion, of which only 2 were moderate/severe (1 angioedema and 1 seizure)
(according to Common Terminology Criteria for Adverse Events-CTCAE) [35]. There
was no difference between the two groups regarding this issue (Table 3). Additionally,
cardiovascular acute AE (tachycardia/bradycardia and hypertension /hypotension) was
observed in 11.4% of the children and in 54.5% of the adults (p = 0.06).

Table 3. Adverse events associated with MSC infusion according to the groups.

Total (n =52) Children (#=35) Adults (n =17) p-Value

Adverse Events (%) 17 (32.7) 12 (34.3) 5(29.4) 1.0
Tachycardia/bradycardia 6(11.5) 2 4
Hypertension/Hypotension 4(7.7) 2 2

Dyspnea 2(3.8) 1 1
Nausea/vomit/ abdominal 7(135) 7 0
cramps

Headache/ dizziness 5(9.6) 4 1

Seizures 1(1.9) 1 0
Fever /chills 5(9.6) 4 1
Rash/pruritus 2(3.8) 1 1
Angioedema 1(1.9) il 0

3. Materials and Methods
3.1. Study Design

This is a multicenter (Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto—USP, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo—USP, Grupo de Apoio ao Adolescente e a Crianga com Cancer—GRAACC, Hospital
Samaritano, Hospital Sirio-Libanés, Hospital Israelita Albert Einstein, Fundagao Pio XII—
Barretos Cancer Hospital, Hospital A.C.Camargo Cancer Center, Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais), retrospective study of the efficacy and safety of
MSC administration for treatment of SR-aGVHD. The data were collected from the patients’
medical charts.

This study was approved by the institutional review boards of the participating centers
and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki.

3.2. Patients

Patients with SR-aGVHD grade > Il after alloHSCT treated with MSCs between 2015
and 2022 were included in this study. Disease severity was classified by the MAGIC
score [13]. SR-aGVHD was defined according to one of the following criteria: disease
progression after three days of treatment (methylprednisolone 2 mg/kg/day or equivalent);
failure to respond after seven days of treatment; involvement of a new site; or recurrence
of GVHD during the corticosteroid tapering [19]. Death during the first 24 h of the MSC
infusion and lack of clinical information in the patients” medical charts were considered
exclusion criteria.

3.3. Mesenchymal Stromal Cells

MSCs were isolated from the umbilical cord of unrelated healthy neonates, expanded
ex vivo and cryopreserved with dimethyl sulfoxide between the third and sixth passage.
Each MSC dose was stored in the vapor phase of liquid nitrogen, thawed, and reconstituted
in a human serum albumin, saline, and anticoagulant citrate dextrose solution prior to ad-
ministration, and injected intravenously by central catheter. MSCs must meet the following
criteria for clinical use: viability > 70% (it was >95% at freezing and >80% after thawing);
typical immunophenotyping with positive CD73, CD90, CD105, and CD166 markers and
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absence of expression of hematopoietic and endothelial lineage markers D45, CD34, CD14,
CD31, and HLA-DR; and no virus, fungus, bacteria, or mycoplasma contamination.

3.4. Vaariables of Interest

We evaluated the patients’ transplant and MSC infusion characteristics, such as age,
sex, diagnosis, conditioning regimen, graft source, days of MSC infusion after a-GVHD
diagnosis, number of infusions, and dose of MSCs. Conditioning regimens were classified
as myeloablative (MAC) or reduced-intensity (RIC) according to the Center for International
Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) [36]. The severity of aGVHD and the
organs affected were also evaluated.

3.5. Endpoints

The primary endpoint in this study was the overall response rates, including par-
tial and complete responses, defined according to what was previously described [29].
Response rates were evaluated at days 28, 100, and 180, and at 1 and 2 years after MSC
infusion. Secondary endpoints were overall survival, relapse-free survival, frequency of
chronic GVHD, and incidence and severity of acute (<24 h) and adverse events (AE) related
to MSC infusion. Another secondary endpoint was the comparison of response rates and
survival rates in the pediatric population and in the adult population.

3.6. Statistical Analysis

Results were expressed as mean + standard deviation or median (range) according to
distribution characteristics and proportions. When two groups were compared, a two-sided
unpaired Student’s ¢-test (for parametric data) or a Mann-Whitney test (for non-parametric
data) was used. Categorical variables were presented as frequency (%) and compared using
a chi-square test or Fisher’s exact test. Overall survival (OS) estimates were calculated
using the Kaplan-Meier method, and differences between the groups were assessed by
the log-rank test. Time to events was calculated in days and months from the diagnosis of
aGVHD to the day of the first MSC administration, and from this to death or the last date
of follow-up, respectively. The results were considered to be statistically different when the
p-value was below 0.05 (by two-tailed testing). Statistical analyses were performed using
statistical GraphPAD Prism software, version 9.5.0.

4. Discussion

This non-randomized retrospective observational study showed that the adminis-
tration of mesenchymal stromal cells obtained from umbilical cord results in substantial
clinical benefits in steroid-refractory acute graft-versus-host disease, mainly in children.
Approximately two-thirds of our patients presented a 28-day overall response to this ther-
apy, which was in agreement with what was reported in previous studies [29,30,34,37,38]
(Table 4). Moreover, the response rate was much higher in children than in adults, similar
to that observed by others [37], and similar to the results of the study by Kurtzberg et al,,
in which the authors evaluated only children [29,30]. Most interestingly, almost half the
children presented a 28-day complete response, a higher rate than that observed evaluated
by Kurtzberg et al. [29]. A possible explanation for this finding could be the higher MSC
dose (the double) than most of the studies, despite the late cell infusion (36.5 days after
aGVHD diagnosis). It is possible that a higher cell dose offset the late therapy, the lower
number of infusions, and the more severe aGVHD in our patients than the others, as
depicted in Table 4. Finally, comparing MSC therapy with ruxolitinib, regarding response
rates in children, we observed a similar OR/CR at day 28 in this study to Locatelli et al.
(71.5/48.2% vs. 84.4/48.9%, respectively) [39]. Additionally, in the studies REACH]1 and
REACH2, which evaluated this drug, OR at day 28 was 54.9% and 62%, respectively, similar
to our results [17,18].
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Table 4. Recent studies that evaluated the use of MSC in steroid-refractory acute graft-vs-host disease.

Kebriaei Kurtzberg Kurtzberg Murata Ding Donadel ¢
(2020) [37] (2020) [29] (2020) [30] (2021) [38] (2023) [34] (2023)
Type of study phase 3 phase 3 exi;zr;i:d retrospective  retrospective  retrospective
Participants 163 54 241 309 54 52
Age? 43.8 7.0 96 49 12.5 125
Severe aGVHD ® (%) 77.3 88.8 80.1 80.5 88.8 96.2
Source of MSC BM BM BM BM ucC ucC
Lines of therapy >3 2 >2 >1 >3 >3
N° of infusions ? 8.8 9.9 11 8 2 4
Dose per infusion
(x 106"1(8) 2 2 2 2 254 4.73
Time to 1nf:l.lsmn B 12 2 29 19 265
(days)
OR day 28 (%) 58.3 70.4 65.1 56 59.3 63.5 (71.5) 4
CR day 28 (%) - 29.6 14.1 24 4.4 36.6 (48.6) 4
0S day 100 (%) - 74.1 66.9 . . 519 (62.9) 4
08 day 180 (%) 34 68.5 = 40 - 38.5(48.6) 4

aGVHD: acute graft-vs-host disease; MSC: mesenchymal stromal cell; OR: overall response; CR: complete response;
OS: overall survival; BM: bone marrow; UC: umbilical cord; ® Median or mean; ” Grade III/IV or C/D; © present
study; ¢ (children).

In our study, OS at day 100 was lower than that observed in the two studies of
Kurtzberg et al. [29,30]. Nevertheless, considering only the children of our study, the
difference appears to be not significant (62.9% vs. 74.1% and 66.9%). Additionally, OS in
children is much better than that observed in adults, which is in accordance with Kebriaei
etal. [37]. Furthermore, OS at day 180 was inferior to that observed by Kurtzberg et al. [29]
and similar to that found by others [37,38]. Nevertheless, all patients from the study by
Kurtzberg et al. received MSC as second-line therapy and earlier than our cohort (12 vs.
36 days), which could be the explanation for the better outcomes [29]. This suggests that
MSC infusion should be instituted as soon as possible. Additionally, as expected, OS in
the responder group, defined as those who achieved a 28-day OR, was superior to that
observed in the non-responder group, as had been previously shown by others [29,38].

It is possible that the administration of MSCs to SR-aGVHD in our patients could
have resulted in a slight reduction in chronic GVHD, which affects approximately 50% of
patients, a phenomenon that has already been suggested by others [40,41]. In this study,
there was no difference between the incidence of chronic GVHD in children and adults.

To indicate MSC use for SR-aGVHD, one needs to take into consideration other agents
with known efficacy and acceptable safety profiles. The most important one is the drug
ruxolitinib, which was recently approved by the FDA for patients over 12 years of age with

this condition; however, complete response rates are still not thoroughly satisfying [17,18].

Our results suggest that MSCs propitiate a similar response rate to that shown with this
drug, and, perhaps, an even higher complete response rate considering all the patients
herein described. Another important issue is the incidence rate of adverse events, which
seems to be higher and more severe with ruxolitinib than with MSC.

Approximately one-third of our patients presented acute AE, mostly mild; however,
this was a higher rate than that observed by others [29,34,42 43]. A possible explanation for
this finding could be the fact that our patients had more advanced disease and received a
higher dose of MSC than that reported in most studies, and later during the evolution of the
disease. Despite this, we consider it important to emphasize that the occurrence of severe
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AE was very low (observed in only two patients in our cohort). An interesting finding was
that the adult group appears to be more vulnerable to cardiovascular AE. Additionally, the
AE rate in our patients was lower than that observed with the use of ruxolitinib, despite the
fact that we did not follow the patients for the occurrence of late-beginning AE [17,18]. MSC
use has not been associated with hematological alterations, whereas cytopenia, especially
thrombocytopenia, is a common complication of ruxolitinib use. Locatelli et al. observed
that approximately half the patients (children) had dose changes or interruptions due to
adverse events, which appear to be higher than those found in this study [39].

Another important aspect is the relatively limited access to other drugs for SR-aGVHD
in the public health system in our country, such as, for example, the aforementioned
ruxolitinib. Moreover, MSC products are administered for a short time, whereas ruxoelitinib
is usually used for longer periods. It is important to emphasize that ruxolitinib is not
yet approved for children under 12 years of age, exactly the age group for which MSC
administration was proved to be most efficacious.

MSCs obtained from the umbilical cord are a relatively new source of MSCs, and are
considered to be associated with a number of advantages, such as higher MSC proliferative
potential, lower risk of transmissibility of infection agents, higher production of units ready
for use (off the shelf), and, presumably, a lower risk for the donor [44]. Other interesting
sources seem to be pooled bone marrow and decidua MSCs, which are also used to treat
aGVHD in children [45,46]. Decidua MSCs were used in only six patients, with durable
complete responses seen in four of them [46]. The main disadvantage is that the separation
of MSCs from the umbilical cord is more labor-intensive than using bone marrow as
the source.

This study suffers from three main limitations, the first one being inherent to retro-
spective analyses. The other limitations are the relatively small sample size, especially for
the adult group and after day 180 from MSC infusion, and the heterogeneity of the patient
population, such as diagnosis, and patient care, such as graft source, conditioning regimens,
prophylaxis, and second-line treatment for GVHD. Despite these limitations, we had a
sample size large enough to show the difference between children and adults regarding the
efficacy of MSC for aGVHD and the importance of the response evaluation at day 28.

In conclusion, we believe that umbilical cord mesenchymal stromal cells appear to
be a valuable therapeutic modality for steroid-refractory acute graft-versus-host disease,
especially for countries in which other agents are less available. Children present a better
response rate than adults. Moreover, clinical response on day 28 appears to be fundamental
to defining prognosis. Additionally, UC-MSC administration seems to be safe. Our group
believes that MSC therapy should be considered for second- or third-line therapy for SR-
aGVHD in children. Finally, it would be interesting to investigate the association between
the use of MSCs and ruxolitinib, mainly in adults, even as a bridge therapy until the
ruxolitinib could be expected to provide beneficial effects.
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