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Resumo

Eboli LPCB. Infecgao por EBV em criangcas submetidas a transplante hepatico
em um unico centro do Brasil e sua relagcdo com nivel de imunossupressao e
doenca linfoproliferativa [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2021.

INTRODUCAO: Doenca linfoproliferativa poés-transplante (PTLD) é uma
condicdo clinica de alta mortalidade que pode estar relacionada a proliferacao
do virus Epstein-Barr (EBV) em pacientes submetidos a imunossupressao
crénica. A monitoracéo da replicacéo viral através da técnica de PCR pode ser
uma ferramenta util para evitar o desenvolvimento de PTLD, uma vez que
permite reducdo ou retirada da imunossupressao precocemente. PCR
quantitativo para EBV € solicitado para todos os pacientes pediatricos
submetidos a transplante de figado no Instituto da Criangca — FMUSP desde o
ano de 2006. OBJETIVOS: Avaliar os pacientes pediatricos submetidos a
transplante hepatico entre 1989 e 2016, caracterizando aqueles transplantados
antes e apd6s o ano de 2006 quanto ao desenvolvimento de doenca
linfoproliferativa bem como analisar o impacto da redugdo dos
imunossupressores ou troca de medicamento na carga viral. Também foram
avaliados fatores de risco para PTLD. MATERIAL E METODOS: Analise
retrospectiva de 428 pacientes pediatricos submetidos a transplante hepatico
entre 1989 e 2018 no Instituto da Crianga — FMUSP. Os pacientes foram
divididos em 2 grupos (transplantados antes ou apds 2006) e caracterizados
quanto a peso, idade ao transplante, género, tipo de doador, imunossupressor
utilizado e desenvolvimento de doenga linfoproliferativa. Pacientes com aferigao
continua de PCR para EBV foram avaliados quanto o impacto de determinada
conduta (redugdo da imunossupressao ou troca de imunossupressor) sobre o
numero de coépias viral. Modelo de regresséao logistica foi aplicado para avaliar
fatores relacionados a PTLD. RESULTADOS: A prevaléncia de PTLD foi de
4,2%. Sorologia para CMV apresentou associagédo estatistica com doenca
linfoproliferativa. Apds inicio de monitoramento dos pacientes com dosagem de
PCR para EBV (depois do ano 2006), observou-se um predominio da forma mais

grave, monomorfica da doenga linfoproliferativa (p=0,009). A taxa de 6bito pela



doencga foi de 5% (1 paciente). Um total de 240 criangas foram submetidas a
1778 afericdes de PCR quantitativo para EBV (média de 7 PCRs por crianga).
Os valores de PCR medidos para cada crianga foram avaliados antes e depois
da redugao do tacrolimus ou da ciclosporina ou da troca do tacrolimus por
sirolimus. Houve mudanc¢a no nivel de PCR apds a redugcdo do tacrolimus
(p=0,002), assim como na troca do tacrolimus por sirolimus (p=0,008). Nao
houve significancia estatistica na reducao da dose de ciclosporina (p=0,441).
Observou-se que o numero de copias de EBV era significativamente maior
(p=0,029) nos pacientes que desenvolveram PTLD. A sorologia positiva para
CMV na ocasiao do transplante apresentou associacido com diminui¢cédo do risco
para doenga linfoproliferativa na analise univariada (OR n&o ajustado). Quando
colocadas as variaveis no modelo de regress&o multipla, a soropositividade para
CMV continuou a ser um fator de protecdo independente para doenca
linfoproliferativa (OR= 0,24; 1C95% 0,06-0,92), isto é, reduz em 76% a chance
de ter PTLD ajustada pela sorologia para EBV. CONCLUSAQ: A monitoragéo da
carga viral por PCR possibilita intervengdo precoce o que parece impedir o
surgimento das formas mais brandas de doenga linfoproliferativa.
Soropositividade para citomegalovirus pré-transplante constitui fator protetor
para PTLD.

Descritores: Transplante de Figado; Pediatria; Infecgdes por Virus Epstein-Barr;

Citomegalovirus; Transtornos Linfoproliferativos; Imunossupresséo.



Abstract

Eboli LPCB. EBV infection in children undergoing liver transplantation in a single
center in Brazil and its relationship with immunosuppression level and
lymphoproliferative disease [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: Post-transplantation lymphoproliferative disease (PTLD) is a
clinical condition of high mortality that may be related to the proliferation of the
Epstein-Barr virus (EBV) in patients undergoing chronic immunosuppression.
Monitoring viral replication through the PCR technique can be a useful tool to
avoid the development of PTLD, since it allows early reduction or removal of
immunosuppression. Quantitative PCR for EBV is requested for all pediatric
patients undergoing liver transplantation at the Instituto da Crianga - FMUSP
since 2006. OBJECTIVES: To evaluate pediatric patients undergoing liver
transplantation between 1989 and 2016, characterizing those transplanted
before and after 2006 regarding the development of lymphoproliferative disease
and analyze the impact of immunosuppressive reduction or drug exchange on
viral load. Risk factors for PTLD were also evaluated. MATERIALS AND
METHODS: Restrospective analysis of 428 pediatric patients submitted to liver
transplantation between 1989 and 2018 at the Instituto da Crianga - FMUSP. The
patients were divided into 2 groups (transplanted before or after 2006) and
characterized in terms of weight, age at transplantation, gender, type of donor,
immunosuppressant used and development of lymphoproliferative disease.
Patients with continuous measurement of PCR for EBV were evaluated for the
impact of a certain conduct (reduction of immunosuppression or exchange of
immunosuppressant) on the number of viral copies. A logistic regression model
was applied to evaluate factors related to PTLD. RESULTS: The prevalence of
PTLD was 4.2%. Serology for CMV presented statistical association with
lymphoproliferative disease. After the beginning of monitoring of patients with
PCR dosage for EBV (after the year 2006), a predominance of the most severe,
monomorphic form of lymphoproliferative disease was observed (p=0.009). The
death rate from the disease was 5% (1 patient). A total of 240 children were
submitted to 1778 quantitative PCR measurements for EBV (average of 7 PCRs
per child). The PCR values measured for each child were evaluated before and



after tacrolimus or cyclosporine reduction or tacrolimus exchange for sirolimus.
There was a change in the PCR level after tacrolimus reduction (p=0.002), as
well as tacrolimus exchange for sirolimus (p=0.008). There was no statistical
significance in the reduction of cyclosporine dose (p=0.441). It was observed that
the number of EBV copies was significantly higher (p=0.029) in patients who
developed PTLD. Positive serology for CMV at the time of transplantation was
associated with decreased risk for lymphoproliferative disease in univariate
analysis (unadjusted OR). When the variables were placed in the multiple
regression model, seropositivity for CMV continued to be an independent
protection factor for lymphoproliferative disease (OR= 0.24; 95%CI 0.06-0.92),
i.e., it reduces by 76% the chance of having PTLD adjusted by serology for EBV.
CONCLUSION: Monitoring the viral load by PCR allows early intervention, which
seems to prevent the emergence of milder forms of lymphoproliferative disease.
Seropositivity for cytomegalovirus pre-transplantation is a protective factor for
PTLD.

Descriptors: Liver Transplantation; Pediatrics; Epstein - Barr virus Infections;

Cytomegalovirus; Lymphoproliferative Disorders; Immunosuppression.



1. INTRODUGCAO



O virus do Epstein-Barr (EBV) € um virus DNA que infecta células B. A
infeccdo comega no epitélio orofaringeo e quando se resolve um estagio inativo
de laténcia se segue, com virus presente em um pequeno numero de células B
induzindo e controlando a proliferagédo celular '. Resposta celular imune é o
componente fundamental no controle da infeccdo por EBV. Os linfécitos T
citotéxicos sdo direcionados contra a proliferagcao de células B 23, porém o virus
nunca é completamente eliminado e um pequeno numero de células B latentes
permanecem infectadas pelo resto da vida # .

Quando um orgao ou tecido de um individuo é transplantado para um
receptor geneticamente diferente desencadeia-se uma série de eventos
celulares e moleculares. Células B, T e NK (natural-killer), macrofagos e células
dendriticas geram um numero de eventos imunoldgicos celulares e humorais que
resultam em rejeigdo do enxerto. Uma vez que as células T desempenham um
papel importante nas vias imunoldgicas, as drogas imunossupressoras mais
utilizadas no contexto do transplante séo, tradicionalmente, direcionadas contra
elas °.

O tacrolimus, assim como a ciclosporina, € um inibidor da calcineurina
que age primariamente interferindo na ativagédo das células T. A ciclosporina se
liga a uma imunofilina citoplasmatica especifica, ciclofilina, e o tacrolimus se liga
a uma proteina de ligacdo FK506. Estes complexos de ciclosporina-imunofilina
ou tacrolimus-imunofilina inibem a atividade da calcineurina, uma fosfatase
calcio-dependente, inativando fatores de transcricdo, particularmente do NFAT
(fator nuclear de células T ativadas). O NFAT regula a transcricdo de muitos
genes, dentre eles os que codificam a interleucina-2 (IL-2), o fator estimulador
de colbnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CsF), o fator de necrose tumoral
alfa (FNT-a), o interferon alfa (IFN-a.) além de outras interleucinas. O resultado
clinico desta inibicdo da NFAT €& a imunossupressdo. Além disso, o tacrolimus
inibe a degranulagao celular e apoptose, bloqueia a ativagdo da oxido nitrico
sintetase, e potencializa os efeitos celulares de esteroides © .

O risco de complicagdes relacionadas ao EBV tem sido relatado em

pacientes transplantados e imunossuprimidos ha mais de 20 anos. Pacientes



que possuem imunidade para EBV antes do transplante, ao atingirem um
determinado estagio de imunossupressao, apresentam um aumento da carga
viral resultante de uma proliferacdo de células B de memdria infectadas pelo
virus 7. Esse fendmeno é provavelmente o resultado de um ciclo litico de EBV
nos imunossuprimidos permitindo o aparecimento de clones de células B
latentes infectadas 8 .

Devido a baixa idade, 60-80% das criangas transplantadas hepaticas nao
sao ainda infectadas com EBV no momento do transplante. A maioria adquire a
infecgdo primaria dentro dos primeiros 3 meses pos-transplante, no momento
em que a imunossupressdo atinge altos niveis % '°. A infecg&o primaria pelo EBV
apos transplante de érgéos solidos constitui fator de risco para desenvolvimento
de doencga linfoproliferativa pés-transplante (PTLD). Outros fatores de risco
incluem baixa faixa etaria ao transplante, tipo de 6rgéo transplantado e esquema
de imunossupressao utilizado, bem como a intensidade do mesmo.

PTLD nao se refere a uma unica doenca mas a uma familia de desordens
intimamente relacionadas e associadas a proliferacédo incontrolada de células B.
A incidéncia de PTLD em criangas ap0s transplante de 6rgaos solidos varia de
acordo com o 6rgéao transplantado: rim-figado 33%, coragéo 15%, figado 10%,
pulméo 6,4% e rim 1,2% "3, O tipo de transplante pode ainda influenciar o
prognoéstico de pacientes que desenvolvem PTLD. Mortalidade em pacientes
pediatricos transplantados renais tem sido relatada como maior que 48%,
transplantados de figado 44%, 6rgaos toracicos (coragao/pulmao ou pulméo)
36%, e coragdo 25% 2.

A apresentacdo clinica da PTLD é inespecifica e o prognostico esta
diretamente relacionado ao diagnostico precoce. Febre e estado geral debilitado,
incluindo irritabilidade, anorexia e perda de peso sao os sintomas mais comuns.
Tonsilite necrotica, aumento de linfonodos ou hepatoesplenomegalia e sintomas
gastrointestinais  incluindo sangramento, diarreia ou vOmitos, s&o
frequentemente relatados ®'%'417_ Todos esses sinais e sintomas podem levar a
um achado de infecgdo por EBV e linfoproliferagdo. Se nenhuma massa
linfonodal for detectada enquanto os sintomas estdo presentes, e infecgao por
EBV é confirmada, o diagndstico de pré-PTLD ° ou sindrome viral inespecifica 8
pode ser considerado e o paciente deve ser seguido cuidadosamente. A doenga



pode afetar qualquer érgéo solido ou oco, com consequente disfungdo desse
orgao. O acometimento de PTLD pode ser abdominal (64%), toracico (50%), da
cabeca e pescogo (25%), e cérebro (6%) *°.

Para o diagnostico de PTLD € necessaria bidpsia do tecido.
Microscopicamente pode apresentar-se monomorfica ou polimorfica, sendo
classificada de acordo com os critérios para neoplasias originadas de tecido
linfoide e hematoldgico propostos pela Organizagao Mundial de Saude em 2016,
sendo dividida em quatro categorias 2% 2':

1. PTLD nao-destrutiva - Trés tipos histologicos sao descritos:

a. Hiperplasia plasmacitica: a arquitetura € normalmente preservada. O
tecido linféide mostra folhas de células plasmaticas com grandes
imunoblastos dispersos por EBV.

b. PTLD do tipo mononucleose infecciosa: a morfologia € semelhante a
infeccdo por mononucleose; ha uma expansao da zona de células T por
imunoblastos e células plasmaticas. A atipia citologica das lesdes
precoces € minima.

c. Hiperplasia folicular florida — histologia mostra centros germinativos
hiperplasicos proeminentes sem alteragcao arquitetural.

2. PTLD polimérfica - A histologia mostra o apagamento da arquitetura do
tecido subjacente e um infiltrado misto com linfocitos de pequeno e
médio porte, imunoblastos e células plasmaticas. Alta taxa mitética e
células linféides atipicas podem ser observadas. As lesdes precoces e
o PTLD polimérfico sao especificos para pacientes transplantados. Eles
ocorrem principalmente na infancia e geralmente estao relacionados a
infecgao primaria por EBV. Os outros tipos de PTLD também podem ser

diagnosticados em individuos imunocompetentes.

3. PTLD monomorfica — PTLD de células B é a forma mais comum de
PTLD. A histologia mostra a destruicdo da arquitetura dos tecidos
subjacentes e caracteristicas citologicas malignas. Existem quatro

categorias principais:



a. Linfoma difuso de grandes células B apresentando morfologia
imunoblastica, centroblastica ou pleomorfica.

b. Linfoma de Burkitt mostrando células monomorfica com apoptose

proeminente.

c. O mieloma das células plasmaticas e as lesdes do tipo plasmocitoma
contém folhas de células plasmaticas maduras.

d. O grupo PTLD de células T inclui lesdes de células T / NK. A histologia
mostra uma ampla variedade de aparéncias morfolégicas, dependendo
do tipo de linfoma de células T.

4. PTLD tipo linfoma de Hodgkin classico - essa forma rara de PTLD
mostra a histologia do linfoma de Hodgkin em pacientes

imunocompetentes. A forma de celularidade mista é mais frequente.

Doenca linfoproliferativa pds-transplante parece surgir como uma
resposta ineficaz a infecgdo viral, mais comumente EBV. Esta resposta
defeituosa é devido, em parte, a uma desregulagdo imunologica resultante da
auséncia de células T citotoxicas especificas para EBV. A inabilidade de clarear
as ceélulas B infectadas por EBV leva a uma proliferacdo de células B com
potencial transformacgao de malignidade %2.

Varias séries de casos tém explorado a influéncia do EBV em relacéo a
incidéncia de PTLD, tempo de inicio, classificacdo e prognéstico 23-2°, PTLD
precoce ocorre nos 6 primeiros meses apos o transplante, coincidindo com o
periodo de maior imunossupressao. Nesse estagio é tipicamente polimérfica e
geralmente responde a diminuigdo de imunossupressao, sem necessidade de
terapia adicional. O segundo pico de incidéncia ocorre anos apds o transplante
(PTLD tardia) com alguns grupos definindo inicio tardio como 2-5 anos apods o
transplante 24, e outros, 12 meses apods o transplante 26. PTLD tardia em algumas



publicagbes, € mais comumente relacionada a EBV negativo, monomorfica,
podendo ser de origem de células T, necessitando terapia mais agressiva e
tendo pior prognostico 2. Outros fatores progndsticos desfavoraveis incluem:
acometimento de multiplos 6rgaos (mais de 2 sitios), do sistema nervoso central
(SNC) ou da medula 6ssea, disfungao organica, negatividade para EBV, origem
de células T, e desidrogenase lactica (DHL) elevada (2 vezes maior que o limite
superior de normalidade ou > 1000UI/L). A monoclonalidade €& outro fator
prognoéstico desfavoravel, embora até a doenga polimérica policlonal possa se

comportar como um linfoma franco .

O objetivo do tratamento é controlar a proliferagéo de células B induzida
pelo EBV e facilitar o desenvolvimento de uma resposta apropriada dos linfécitos
T citotoxicos sem levar a rejeigcdo do 6rgéo ou perda do enxerto. A terapia inicial
inclui a redugao de imunossupresséo, a fim de melhorar a imunidade alorreativa
de células T e o desenvolvimento de linfécitos T citotoxicos especificos para
EBV. Embora a redugdo da imunossupressao seja, por vezes, suficiente para
eliminar a doencga, particularmente nos casos com doenga localizada ou
policlonal, uma grande propor¢ao de pacientes com PTLD requer quimioterapia.
No entanto, os pacientes com PTLD apos transplante de o6rgdo solido
frequentemente apresentam tolerancia diminuida a toxicidade induzida por
quimioterapia por causa de suas condigbes medicas anteriores ao transplante
bem como fungdo renal ou hepatica comprometida secundaria a exposigao

prolongada a imunossupressores 2.

Na tentativa de reduzir os efeitos colaterais citotoxicos, varias
combinacdes de quimioterapia de baixa intensidade tém sido utilizadas, no
entanto, essa abordagem pode estar associada a resultados insatisfatérios a
longo prazo. Esquema com baixas doses de ciclofosfamida e prednisona
associada a rituximabe (imunoterapia direcionada a fosfoproteina CD20
encontrada em células B maduras)?? foi proposto pelo grupo de oncologia infantil
e tem sido utilizado em criangas com PTLD EBV e CD20 positivos, com taxa de
remissao completa da doenca de 69% e sobrevida em dois anos livre de doencga
de 71% com sobrevida global de 83% em uma media de 4,8 anos de observacéao

28 Pacientes cuja doenga nio tem expressdo do antigeno CD20 parecem n&o



se beneficiar do uso do rituximabe e pouco tem sido descrito sobre o tempo de

resposta da doenca %2

A apresentacdo multifacetada da PTLD dificulta a discriminagao de casos
leves e graves podendo levar a conduta mais agressiva em casos que podem
remitir sem utilizacdo de quimioterapia ou subtratar casos mais graves. Logo,
alguns grupos utilizam critérios de gravidade a fim de selecionar pacientes para
inicio de quimioterapia e rituximabe ou apenas para diminuicdo ou retirada de

imunossupressao (Figura 2). %7

Drogas anti-virais, como aciclovir e ganciclovir, podem ser dadas por via
intravenosa, em adicdo a modulagdo da imunossupressao '8. Possivel beneficio
desses agentes seria a interrupgéo do ciclo do EBV e do aparecimento de novos
clones latentes infectados, além de efeito sobre a infecgdo concomitante por
CMV 8. No entanto, publicagéo recente ndo encontrou diferenga na duragdo da
viremia ou carga viral de EBV apds uso de ganciclovir endovenoso por

aproximadamente 22 dias %°.

Varios estudos tém mostrado uma correlagdo entre carga viral de EBV em
sangue periférico, mensurada por PCR (Polymerase Chain Reaction), com PTLD
1. Utilizando a técnica de PCR semi-quantitativo ou quantitativo, carga viral 40
genomas / 10° PBL (Peripheral Blood Lymphocytes) em criangas com sorologia
negativa para EBV antes do transplante e de 1 200 genomas / 10° PBL em
criangas infectadas antes do transplante, sdo consideradas risco aumentado
para PTLD 3°. Estes valores nao foram confirmados em outras séries e estudos

adicionais necessitam ser realizados.
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Figura 1. Tratamento da PTLD baseada na estratificacdo de gravidade do
paciente. * PTLD grave considerada na presencga de pelo menos 1 dos seguintes
critérios: (i) envolvimento de mais de um 6rgéo; (ii) envolvimento da medula
Ossea; (iii) disfungao de 6rgéao; (iv) estado geral ruim; (v) histologia monomorfica;
(vi) PTLD benigna ndo responsiva a diminuicdo da imunossupressao por 3
semanas. § PTLD de alto risco diagnosticada na presenga de pelo menos 2 dos
seguintes critérios: (i) estagio Il ou IV; (ii) histologia monomorfica; (iii) estado
geral ruim; (iv) DHL maior que duas vezes o limite superior de normalidade (ou
= a 1000 UI/L). Adaptado de Gross T et al, 2012.

Mensuragéao do PCR seriado pode ser uma ferramenta util para ajuste do
nivel de imunossupressdo em resposta a carga genébmica de EBV. Alta carga
viral tem sido relatada em pacientes assintomaticos, especialmente na
populacdo pediatrica no momento da infeccdo primaria, assim como em
pacientes curados de PTLD sem recaida de doenca, limitando a especificidade



do teste e seu uso em estratégias preventivas 3'-33. No entanto, a monitoragéo
de EBV pré e poés-transplante tem diminuido a incidéncia de PTLD. Essa
abordagem, juntamente com tratamento agressivo da doenga, incluindo

diminuicdo da imunossupressao, tem reduzido a taxa de mortalidade para 33%
34

O servigo de transplante hepatico pediatrico do Instituto da Crianga -
Hospital das Clinicas de Sao Paulo, comegou em setembro de 1989. Até
setembro de 2020, 768 transplantes hepaticos foram realizados, sendo 363 com
doador cadaver e 405 com doador vivo. Em junho de 1998 foi realizado o
primeiro transplante intervivos. Levantamento realizado por nossa equipe até
dezembro de 2007, mostrou uma prevaléncia de PTLD de 5,4% (13/242), com
mediana de idade ao diagnostico de 47 meses e tempo do transplante com
mediana de 13 meses. Dez (76,9%) dessas criangas eram susceptiveis ao EBV
antes do transplante. PTLD polimérfica foi diagnosticada em 6 pacientes; 7
tiveram o diagndstico de linfoma. A taxa de mortalidade foi de 53,8% 5.



2. JUSTIFICATIVA



Infecgbes e tumores constituem um dos maiores efeitos colaterais da
terapia imunossupressora apoés transplante de 6érgéos sélidos. Criangas s&o
extremamente susceptiveis a adquirir infecgado primaria por EBV nos primeiros
meses apos o transplante, quando os niveis de imunossupressao estao
elevados, apresentando risco de desenvolver PTLD, condi¢cdo clinica ainda
relacionada a alta taxa de mortalidade. Logo, a monitorizagdo da carga viral do
EBV nas criangas permite que tao logo seja detectada replicagéo viral, medidas
terapéuticas sejam instituidas, no intuito de diminuir a proliferagcado de células B
infectadas e a chance de doenca linfoproliferativa.

A principal medida terapéutica inicial € a diminuicdo ou retirada da
imunossupressdo com 0O objetivo de aumentar o numero de linfécitos T
citotoxicos e consequente clareamento viral evitando a evolugao para PTLD. No
entanto, essa medida pode levar a rejeigdo aguda ou crénica e perda do enxerto.

PCR quantitativo ou semi-quantitativo para EBV tem sido utilizado na
pratica do transplante ha pouco tempo. A relagdo entre nivel de carga viral do
EBV e desenvolvimento de PTLD ou rejeicao aguda tem sido estudada, porém
com dados ainda conflitantes na literatura. Também n&o é descrito se o nivel
sérico da imunossupressao € proporcional a carga viral nem se a diminui¢do da
dose tem agéao direta sobre a replicagdo viral.

Diante do exposto, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos que

visem esclarecer essas duvidas.



3. OBJETIVOS



Analisar a relag&o entre o nivel de carga viral do EBV e desenvolvimento

de PTLD, correlacionando com nivel de imunossupresséo;

Avaliar a prevaléncia de PTLD nos pacientes que fizeram monitoragao da
carga viral de EBV pos-transplante hepatico comparando com a

prevaléncia daqueles que nao foram monitorados;

Correlacionar diminuicdo de imunossupressdo e troca de droga
imunossupressora utilizada com a carga viral de EBV comparando qual

medida é mais eficaz na diminuigdo da carga viral;

Analisar a média de PCR para EBV de pacientes que desenvolveram

PTLD e daqueles que n&o desenvolveram comparando as duas medidas.



4. MATERIAIS E METODOS



Trata-se de uma analise retrospectiva, realizada através da coleta de
dados de prontuarios de 428 pacientes pediatricos submetidos a transplante
hepatico no Instituto da Crianga - Hospital das Clinicas - FMUSP, no periodo de
1989 a dezembro de 2016.

4.1. Critérios de Inclusao
Foram incluidos no nosso estudo pacientes de zero a 18 anos submetidos

a transplante hepatico no periodo de 1989 a dezembro de 2016 no ICR-
HC/FMUSP.

4 .2. Critérios de exclusao

Pacientes que foram a 6bito em até 2 meses ap0os o transplante hepatico.

4.3. Desenho do estudo

Os pacientes foram divididos em dois grupos principais:

Grupo 1 - pacientes transplantados antes da instituigdo do PCR para EBV como
exame de rotina (antes do ano de 2006), investigados para infecgdo por EBV

através de coleta de sorologia (anti-VCA IgM e IgG);

Grupo 2 - composto pelos pacientes submetidos a transplante hepatico apos
inicio de coleta de PCR para EBV de rotina (depois do ano de 2006) na 22, 42,
62, 82, 122 e 16@ semanas apos transplante hepatico.

Os grupos foram comparados quanto a prevaléncia de infeccdo por EBV
e de PTLD, taxa de mortalidade, taxa de rejeicdo e nivel de imunossupressao.



Foram avaliados também a evolugédo do PCR para EBV de acordo com a
conduta tomada (diminuicdo de imunossupressao vigente ou substituigdo do

tacrolimus por sirolimus) e fatores de risco para PTLD.

Os pacientes transplantados apos 2006 que tinham o PCR para EBV
monitorados foram classificados como replicador crénico ou esporadico, sendo
considerado crénico todo paciente que mantinha PCR para EBV positivo mesmo
apdés 6 meses da diminuicdo ou retirada da imunossupressdo e esporadico
aquele que positivou PCR para EBV porém em menos de 6 meses apresentou
carga viral indetectavel, independente do estado de imunossupressao. Foi
avaliada relagao de PTLD com replicagéo cronica ou esporadica.

4.4. Transplante hepatico na crianga

Até julho de 2006, a lista de espera por transplante no Brasil, era
organizada por ordem cronoldgica. Isto é, a primeira pessoa da lista era aquela
que foi registrada primeiro. Atualmente, a lista € classificada por gravidade, isto
€, todos os candidatos recebem uma nota (Pediatric End-stage Liver Disease
[PELD] para menores de 12 anos e Model for End-Stage Liver Disease [MELD]
para maiores de 12 anos) que leva em consideragao o nivel sérico de albumina,
tempo de protrombina, nivel de bilirrubina, dentre outros dados. O primeiro da
lista agora € aquele que apresenta situagdo mais grave.

O enxerto pode ser proveniente de doador vivo ou cadaver.

Para aceitar um potencial doador vivo, alguns requisitos tem que ser
preenchidos: o doador deve, preferencialmente, ser parente de primeiro grau da
crianga, deve haver compatibilidade ABO e fungao hepatica normal.

Quando um figado adulto é transplantado para uma crianga, € necessario
reduzir o tamanho do figado, transplantando apenas o lobo esquerdo. Quando
ha discrepancia importante entre o peso do doador e do receptor (ou quando um
doador vivo é utilizado), apenas o segmento lateral esquerdo do figado é
utilizado.



4.5. Imunossupressao

O protocolo de imunossupressdo que nossa equipe segue né&o utiliza
regularmente terapia de inducdo, exceto em 32 pacientes que foram
transplantados de margo de 2000 a outubro de 2001, que entraram em um
protocolo de pesquisa e receberam basiliximab durante o transplante e no 4° dia
poOs-operatorio. Esquema de imunossupresséo é realizado com inibidores da
calcineurina (CNI). Ciclosporina foi utilizada no periodo de 1989 a 2000 e
tacrolimus foi estabelecido como imunossupressor padrao a partir de 2001 até o
presente. Todas as criangas recebem metilprednisolona (20mg/kg)
imediatamente apds reperfusdo; no dia seguinte, € administrado 5mg/kg
divididos em 4 doses. Corticosteroides s&o gradualmente diminuidos no periodo
pos-operatorio, até alcangar uma dose de 1,5-5mg/d, dependendo do peso da
crianga, mantida por 1 ano. Em criangas transplantadas por doenga auto-imune,
uma dose de corticoide baixa € mantida continuamente. Uma terceira droga,
micofenolato mofetil (MMF), é adicionada s6 em casos de episddios de rejeicao
de repeticdo ou refratarios aos corticosterdides. MMF ou sirolimus é utilizada
como unica droga imunossupressora em pacientes com deterioragado da fungéo
renal. Timoglobulina € administrado em criangas que apresentam rejeicao

resistente a corticoide.

4 .6. Profilaxia Antiviral

Profilaxia antiviral & feita para todos os pacientes com ganciclovir
endovenoso por 14 dias seguido de 4 meses de tratamento com aciclovir oral.

Sorologias para EBV (Anti-VCA IgG e IgM) e CMV sao realizadas antes
do transplante tanto para os doadores quanto para os receptores.

Desde 2006, PCR para EBV esta disponivel em nosso servico. Dessa
maneira, tornou-se rotina realizar PCR para EBV e CMV em todos os pacientes
submetidos a transplante hepatico na 22, 42, 62, 82, 122 e 162 semanas apos o
transplante. Caso PCR positive em algum momento, nova dosage de PCR é



solicitada em 1 més a 3 meses a depender da clinica e do valor da carga viral,
sendo coletado o mais cedo possivel se clinica exuberante ou carga viral alta.
Caso o0 PCR até a 162 semana pdés-transplante continue negativa, nova dosagem
€ solicitada apenas se paciente apresentar sinais clinicos.

Para pacientes com PCR para EBV positiva, diminuicdo da
imunossupressao é realizada até queda da carga viral. Caso persista alta, ou em
ascensao, tacrolimus é trocado por sirolimus.

Anteriormente a 2006, como ndo havia PCR disponivel no servigo,
realizava-se sorologia para EBV (anti-VCA IgG e IgM) diante da suspeita de
infeccédo por EBV.

4.7. Suspeita de Infeccéo por EBV

Suspeita de infeccéo por EBV é levantada em criancas que iniciam quadro
de febre de origem indeterminada, anemia persistente, sintomas de vias aéreas
superiores, diarreia inexplicada e/ou sangramento gastrointestinal. Criangas com
sorologia para EBV negativa no momento do transplante estao sob alto risco de
desenvolver infecgao primaria pelo EBV. Logo, presenga de sintomas leves, ja
levam a uma investigagéo maior, incluindo PCR para EBV ou sorologia (quando
PCR ainda nao disponivel). De acordo com o sintoma apresentado, endoscopia,
colonoscopia, assim como tomografia computadorizada de térax ou abdomen

podem ser realizadas.

4.8. Quantificagao por PCR em tempo real do Virus Epstein-Barr

As amostras de sangue total sdo coletadas em dois tubos contendo EDTA e
sdo centrifugadas para separagédo do plasma. Para a quantificagcdo de DNA do
virus do EBV no plasma é utilizado o ensaio em cadeia de polimerase (PCR)
Abbott RealTime EBV que tem como alvo o gene BLLF1, o qual codifica a
glicoproteina de envelope gp350/220. Esta glicoproteina € a mais amplamente
expressa no envelope viral e é responsavel pela endocitose do virus nos

linfocitos B.



O ensaio Abbott RealTime EBV utiliza tecnologia de PCR para gerar
produto amplificado do genoma do DNA de EBV em amostras clinicas. A
presenca da sequéncia alvo de EBV ¢ indicada pelo sinal fluorescente gerado
por meio do uso de sondas de oligonucleotideos marcadas com fluoresceina no
equipamento Abbott m2000rt. As sondas ndo geram sinal se nao estiverem
especificamente ligadas ao produto amplificado. O ciclo de amplificagéo no qual
o sinal fluorescente € detectado pelo Abbott m2000rt é inversamente
proporcional a concentragao de DNA de EBV presente na amostra original. Um
controle interno é introduzido em cada amostra no inicio da preparagao e €
simultaneamente amplificado por PCR, a fim de demonstrar que o processo foi

realizado corretamente.

O limite inferior de deteccdo do teste € de 40Ul/mL e o superior de
200.000.000 Ul/mL. O ensaio Abbott RealTime EBV foi concebido para atingir
um desvio padréo (DP) inter-ensaio inferior ou igual a 0,50 log Ul/mL para

amostras de plasma contendo 40 a 2 x 108 UI/mL de DNA de EBV.

As amostras sdo processadas no departamento de biologia molecular do
laboratério central do Hospital das Clinicas da FMUSP.

4.9. Diagnostico de PTLD

Toda lesao suspeita, seja linfonodal, hepatica ou do trato gastrointestinal,
€ biopsiada. Criangas que apresentam infeccdo amigdaliana de repeticdo s&o
submetidas a adenoamigdalectomia. Os espécimes sao preservados em
formaldeido a 4% e embebidos em parafina. Analise imunohistoquimica é
realizada. O diagndstico é feito baseado nos achados patolédgicos; todos os
espécimes avaliados s&o revisados por dois patologistas experientes em
transplante. Para definir o espectro de PTLD, utiliza-se os critérios propostos
pela Organizacdao Mundial de Saude para neoplasias originadas de tecido

linféide e hematoldgico.

4 .10. Variaveis analisadas



Foram avaliados género, idade ao transplante hepatico, indicagcdo do
transplante, tipo de transplante (intervivos, cadaver), sorologia para EBV pré-
transplante do doador e receptor, imunossupressao utilizada, nivel de
imunossupressao, carga viral para EBV e episddios de rejeicdo aguda de todos
os pacientes pediatricos submetidos a transplante hepatico no periodo de 1989

a dezembro de 2016, bem como fatores de risco para PTLD.



5. ANALISE ESTATISTICA



As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS v.25 for
Windows.

As variaveis quantitativas foram apresentadas pelos valores da média,
mediana, desvio padrdo, minimo, maximo assim como o 1° e 3° quartil, e as
qualitativas foram apresentadas pelos valores de frequéncias e porcentagens.

Na associacido das variaveis qualitativas utilizou-se o teste qui-quadrado
de Pearson. Quando mais de 25% das variaveis apresentaram valores
esperados menores do que 5, o teste exato de Fisher foi utilizado.

Para testar a hipotese da distribuicdo normal dos dados quantitativos
utilizou-se o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Quando n&o
satisfeita esta hipotese, testes ndo parameétricos foram utilizados.

Para avaliar a relagdo dos valores de PCR para EBV medidos antes e
apos a realizagao de determinada medida (diminui¢do da imunossupressao ou
troca de tacrolimus ou ciclosporina por sirolimus) utilizou-se o teste de Wilcoxon.

Nas comparag¢des entre grupos independentes utilizou-se o teste de
Mann-Whitney.

Na avaliagao da correlagdo entre as medidas quantitativas, o coeficiente
de correlagcado de Spearman foi calculado.

Todas as hipéteses foram testadas com um nivel de significancia de 5%.

O modelo de regressao logistica foi utilizado para avaliar os fatores
relacionados com PTLD. Foi usada a regresséo logistica simples para avaliar o
odds ratio (OR) com seus respectivos intervalos de confianga de 95% (IC95%),
para cada uma das variaveis de interesse. Posteriormente, as variaveis com
valor de p<0,20 foram consideradas como candidatas para a construgao do
modelo de regressdo multiplo (ou ajustado) permanecendo no modelo as

variaveis com p<0,05 e as variaveis de ajuste.



6. RESULTADOS



Um total de 428 criangas e adolescentes entre 0 e 18 anos foram incluidas
no estudo.

A maioria era do sexo feminino (55,1%) e a idade média de realizagao do
transplante foi de 56 meses. Pouco mais da metade dos pacientes foi submetido
a transplante intervivos (51,9%) (tabela 1).

Sorologia para EBV era negativa antes do transplante em 42,3% dos
receptores, enquanto que 83,8% dos doadores apresentavam sorologia positiva
(tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas das criangas participantes do estudo, Instituto da
Crianga, FMUSP, 2018.

fogs . n=428
Caracteristica n missing n (%)
Género Feminino 236 (55,1)
Masculino 192 (44,9)
Idade ao transplante (meses) ~ Média (DP) 56,1(56,0)
Mediana (vmin-vmax) 32 (2-278)
Peso ao transplante (kg) Média (DP) 5 16,2 (11,4)
Mediana (vmin-vmax) 11,8(4,8-61,2)
Tipo de doador Cadaver 205 (47,9)
Intervivo 222 (51,9)
Cadaver/intervivo 1(0,2)
Sorologia para EBV Negativo 154 116 (42,3)
Positivo 158 (57,7)
EBV doador Negativo 200 35(15,4)
Positivo 191 (83,8)
Inconclusivo 2(0,9)

DP: desvio padrdo; vmin: valor minimo; vmax: valor maximo.

Dezoito (4,2%) pacientes desenvolveram doenca linfoproliferativa. Estes
nao apresentavam diferencas em comparagdo com aqueles que nao

desenvolveram a doenga quando avaliados quanto ao género, idade ao



transplante, peso, tipo de doador, sorologia para EBV antes do transplante,
imunossupressao utilizada ou taxa de rejeigdo. Também nao houve diferenga
estatistica entre o numero de pacientes que desenvolveram PTLD antes ou
depois do ano de 2006, quando a mensuragao periodica de PCR para EBV
passou a fazer parte do protocolo. Trés criangas transplantadas antes do ano
2000 e que tinham relato de terem evoluido com doenca linfoproliferativa foram
excluidas por ndo apresentarem documentadas grande parte das informagdes
necessarias para esta analise.

Sorologia para CMV apresentou associagao estatistica com doenca
linfoproliferativa. Nao houve associacdo entre a qualidade de replicador viral
cronico ou esporadico com a evolugao para PTLD (tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas das criangas submetidas a transplante hepatico
segundo a presenca de doenca linfoproliferativa, Instituto da Crianga, FMUSP,
2018.

Doenca linfoproliferativa

‘g Niao Sim

Caracteristica n=410 n=18 Valor de p
n (%) n (%)

Género Feminino 226 (95,8) 10 (4,2) 1!
Masculino 184 (95,8) 8(4,2)

Idade ao transplante (meses)  Média (DP) 56,8 (56,3) 39,9 (47,8) 0,184°
Mediana (vmin-vmax) 33,5 (2-278) 17,5 (7-152)

Peso ao transplante (kg) Média (DP) 16,3 (11,4) 15,3 (12,0) 0,552°
Mediana (vmin-vmax) 11,9 (4,8-61,2) 10 (6-43)

Ano do transplante <2006 165 (94,8) 9(5,2) 0,410
>2006 245 (96,5) 9(3.,5)

Tipo de doador Cadaver 199 (97,1) 6(2,9) 0,267
Intervivos 210 (94,6) 12 (5,4)
Cadaver/intervivos 1 (100) 0

Tacrolimus Nao 112 (98,2) 2(1,8) 0,174°
Sim 296 (94.,9) 16 (5,1)

Ciclosporina Nao 300 (94,9) 16 (5,1) 0,177°

Sim 108 (98,2) 2 (1,8)




MMF Nio 341 (95,5) 16 (4,5) 0,750°

Sim 67 (97,1) 2(2,9)

Sirolimus Nio 404 (95,7) 18 (4,3) 1®
Sim 4 (100) 0

Sorologia para EBV Negativo 107 (92,2) 9(7,8) 0,088!
Positivo 153 (96,8) 5@3.,2)

Sorologia para CMV Negativo 36 (87,8) 5(12,2) 0,015°
Positivo 223 (97,4) 6 (2,6)

Replicador Cronico 63 (92,6) 5(7,4) 0,769
Esporadico 139 (93,9) 9(6,1)

Rejeigdo Nao 212 (97,2) 6 (2,8) 0,127
Sim 198 (94,3) 12 (5,7)

DP: desvio padrdo; vmin: valor minimo; vmax: valor maximo; NA: ndo avalidvel. ! Teste t de Student; > Teste qui-
quadrado de Pearson; ? Teste exato de Fisher. T Considerando os casos com informagdo de PCR durante o
seguimento.

O perfil das criangas transplantadas antes de 2006 e apos esse periodo
foi estatisticamente diferente, bem como o tipo de imunossupresséao utilizada.
Apo6s 2006 criangas de menor idade e menor peso tem sido submetidas ao
transplante, em sua maioria com doador vivo. O tacrolimus tem sido mais
utilizado apds o ano 2006, enquanto a ciclosporina fazia parte do esquema de
imunossupressao dos pacientes transplantados antes de 2006 (tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas das criangcas submetidas a transplante hepatico segundo o

periodo de realizagéo do transplante, Instituto da Crianca, FMUSP, 2018.

Periodo do transplante
Antes de 2006 Apos 2006

Caracteristica =174 =254 Valor de p
n (%) n (%)

Género Feminino 93 (53,4) 143 (56,3) 0,560"
Masculino 81 (46,6) 111 (43,7)

Idade ao transplante (meses) ~ Média (DP) 70,37 (56,22) 46,30 (53,89) <0,0012

Mediana (vmin-vmax) 47 (7-278) 18,50 (2-224)




Peso ao transplante (kg) Média (DP) 18,83 (11,18) 14,53 (11,32) <0,0012
Mediana (vmin-vmax) 14,2 (7,2-61,2) 9,5 (4,8-57)

Tipo de doador Cadaver 115 (66,1) 90 (35,4) <0,001°
Intervivo 58 (33,3) 164 (64,6)
Cadaver/intervivo 1(0,6) 0

Tacrolimus Nao 99 (57,2) 15 (5,9) <0,001"
Sim 74 (42,8) 238 (94,1)

Ciclosporina Nao 74 (42,8) 242 (95,7) <0,001"
Sim 99 (57,2) 11 (4,3)

MMF Nio 164 (94,8) 193 (76,3) <0,001"
Sim 9(5,2) 60 (23,7)

DP: desvio padrio; vmin: valor minimo; vmax: valor maximo; NA: ndo avaliavel. ! Teste qui-quadrado de Pearson; 2
Teste de Mann-Whitney; * Teste exato de Fisher.

Oito pacientes (44%) apresentaram PTLD precoce (até seis meses do

transplante) sendo a média de tempo entre o transplante e o diagndstico da

doenga de 24,2 meses. Mais da metade dos pacientes (67%) apresentavam

PCR para EBV positivo ao diagnéstico com uma média de 131.601 copias/mL.

A média do nivel sérico de imunossupressdo no momento do diagnostico foi de

8,3 (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes submetidos a transplante hepatico que
desenvolveram doenca linfoproliferativa, Instituto da Crianga, FMUSP, 2018.

Idade ao Idade ao Tempo entre Soroloai PCR
orologia
Paciente Transplante desenvolver transplante e g Nivel IS
EBV EBV
PTLD* PTLD*

1 12 95 83 Positivo 0 49
2 31 33 2 Positivo 30.864 73
3 18 21 3 Negativo 118.373 197
4 15 19 4 Negativo 0 5
5 125 139 14 Inconclusivo Sl sl
6 41 57 16 Positivo 5029 7
7 17 23 6 Inconclusivo | 621.250 14.2
8 47 86 39 Inconclusivo 0 4.6
9 9 59 50 Negativo 0 S|
10 9 12 3 Negativo 3461 59
11 14 98 84 Negativo 0 48
12 26 31 5 Negativo 202203 53
13 25 26 1 Positivo 2960 sl
14 16 19 3 Negativo 240.000 78
15 19 26 7 Negativo 11300 sl
16 152 212 60 Positivo 964.134 10,9
17 7 51 44 Negativo 1500 24
18 16 29 13 Positivo 36149

SI
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O trato gastrointestinal foi o sitio primario mais acometido, seguido das
amigdalas. Mais da metade dos pacientes (67%) apresentavam CD 20+ na pega
histologica e fizeram rituximabe. Metade dos pacientes que desenvolveram
PTLD foram transplantados antes de 2006. Destes, a maioria (67%)
apresentaram a forma mais branda da doencga, respondendo apenas a redugao
de imunossupressao e/ou ao rituximabe. A média de idade ao transplante desses
pacientes foi de 22,6 meses, menor do que a apresentada pelos que
desenvolveram a forma mais grave da doenga (38,5). A taxa de 6bito pela
doenca foi de 5% (1 paciente). Metade dos pacientes apresentaram rejeigao do
enxerto apés diminuigao ou retirada da imunossupressao, a maioria deles (67%)
pertencentes ao grupo de pacientes transplantados depois de 2006. A média de
tempo entre a diminuicdo da imunossupressao e a rejeicao hepatica, foi de 5,8
meses (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas da PTLD em pacientes submetidos a transplante hepatico antes do ano de 2006 e depois, bem como
relagdo com rejeicdo do enxerto e desfecho, Instituto da Crianga, FMUSP, 2018.

Paciente Tipo PTLD CD 20 Sitio Conduta Rejeigao/Tipo Tempo PTLD -rejeigao* Desfecho
1 Linfoma de Burkit + Intestinal Rl + RTX + QT LNH Rejeicdo Aguda Leve 6 Obito — ndo PTLD
3 PTLD - Amigdala RI Rejeicédo Aguda Leve 1 Seguimento
5 Linfoma Difuso de Grandes celulas B + Intestinal Rl +QT Rejeicdo Aguda Moderada 2 Obito - PTLD
7 PTLD - Amigdala RI Nao ---- Seguimento
8 PTLD polimérfico + Linfonodo cervical RI + RTX Nao - Obito — ndo PTLD
10 PTLD - Amigdala RI Nao - Seguimento
11 Linfoma de burkitt monomorfico + Intestinal mTOR + QT + RTX Nao - Seguimento
12 PTLD - Linfonodo cervical RI Nao - Obito — ndo PTLD
15 PTLD - Cdlon RI Nao - Seguimento
Linfoma de células intestinais + Intestinal RTX Nao Obito — ndo PTLD
4 Linfoma Difuso de Grandes celulas B monomérfico + Amigdala Rl + RTX Rejeicdo Aguda Moderada 6 Seguimento
Linfoma Difuso de Grandes celulas B monomérfico + Orofaringe/estdbmago Rl + RTX Rejeicdo Aguda Grave Seguimento
Linfoma de Burkit + Mesentério Rl + RTX + QT LNH Nao - Seguimento
13 Linfoma Difuso de Grandes celulas B monomérfico + Linfonodo Axilar Rl + RTX Rejeicdo Aguda Leve 2 Seguimento
14 Linfoma Difuso de Grandes celulas B + Amigdala Rl + RTX Rejeicdo Aguda Moderada 1 Obito — ndo PTLD
16 Linfoma Difuso de Grandes celulas B monomérfico - Linfonodo Axilar RI+RTX+ QT COG Nao - Seguimento
17 Linfoma de Burkit + Massa Abdominal RI+RTX+ QT COG Rejeigdo Aguda 20 Seguimento
18 PTLD Monomoérfico plasmoblastico + Linfonodo axilar RI+RTX+ QT COG Rejeicdo Aguda Moderada 13 Seguimento

Transplantado antes do ano 2006; Transplantado depois do ano de 2006* meses; RI: reducao imunossupressor; mTOR: sirolimus; RTX: rituximabe; QT: quimioterapia;
COGI/LNH — protocolo QT
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Apos inicio de monitoramento dos pacientes com dosagem de PCR
para EBV (depois do ano 2006), observou-se um predominio da forma mais

grave, monomorfica da doenca linfoproliferativa (p=0,009) (tabela 6).

Tabela 6. Caracterizagdo da PTLD em pacientes submetidos a transplante
hepatico antes do ano de 2006 e depois, Instituto da Crianga, FMUSP, 2018.

PTLD

Periodo Monomérfica Polimérfica ¥ 1°F (:15
Antes de 2006 3 6 0.009
Depois de 2006 9 0

! Teste exato de Fisher

Um total de 240 criancas foram submetidas a 1778 afericdes de PCR
quantitativo para EBV (média de 7 PCRs por crianga). Os valores de PCR
medidos para cada criangca foram avaliados antes e depois da reducdo do
tacrolimus ou da ciclosporina ou da troca do tacrolimus por sirolimus. Houve
mudanga no nivel de PCR apds a redugao do tacrolimus (p=0,002), assim
como na troca do tacrolimus por sirolimus (p=0,008). Nao houve significancia
estatistica na redugdo da dose de ciclosporina (p=0,441). Observou-se
diferenca estatisticamente significante dos niveis séricos antes e apos a
diminuigdo da dose de tacrolimus (p<0,001) e ciclosporina (p=0,006) (tabela
7).
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Tabela 7. Comparacéo entre os niveis de PCR antes e depois da redugéo ou
troca de medicamento imunossupressor, Instituto da Crianga, FMUSP, 2018.

. Depois

x;‘g‘g: Média Mediana Média Mediana Y2107 ‘;‘f
(DP) (1°Q-3°Q) (DP) (1°Q-3°Q)

Reduzir dose de 78.552,33 11.471,50 21.733,31 6.678,00 0,002

tacrolimus (152.035) (1.857,75-73.626)  (53.249,42) (716-19.543,50)

Reduzir dose de 16.874,78 2.547 21.012,67 773 0,441

ciclosporina (38.154,50) (659-12.655.50) (47.779,64) (0-19.512,50)

Trocar 110.236.36 17.845,50 40.751,35 2.952 0,008

tacrolimus por (210.989)  (4.504,25-103.864,25) (126.171) (901-13.273)

sirolimus

Dose de 3,49 3 2,18 2 <0,001

tacrolimus (1,77) (0-9) (1,44) (0-8)

Dose de 88,89 90 74,44 75 0,006

ciclosporina (17,64) (70-120) (14,88) (50-90)

DP: desvio padréo; 1°Q: primeiro quartil (Q25); 3°Q: terceiro quartil (Q75). ! Teste de Wilcoxon.

Os valores de PCR também foram comparados segundo a presencga de

doenca linfoproliferativa dentro de cada medida de avaliagdo. No entanto, ndo

houve diferenga estatisticamente significante como observado na tabela 8.

Porém observou-se que o numero de copias de EBV era significativamente

maior (p=0,029) nos pacientes que desenvolveram PTLD (Figura 2).
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Tabela 8. Comparacgéo dos niveis de PCR entre pacientes que desenvolveram
ou nédo doenca linfoproliferativa segundo redugdo ou troca de medicamento
imunossupressor, Instituto da Crianga, FMUSP, 2018.

Doenca linfoproliferativa

. Nao Sim Valor
Medida tomada Média Mediana Média Mediana  dep
(DP) (1°Q-3°Q) (DP) (1°Q-3°Q)
Reduzir dose de
tacrolimus
Antes 68.687,77 10.906 147.604,25 71.084 0,104
(142.482) (1.449,75-53.183) (205.657)  (10.311,75-196.652,25)
Depois 21.054,50 6.297 26.485 25.175 0,123
(56.209,88) (564,50-14.121)  (25.787,15) (2.753,50-44.946,25)
Reduzir dose de
ciclosporina
Antes 16.874,78 2.547 NA
(38.154,50) (659-12.655,50)
Depois 21.012,67 773 NA
(47.779,64) (0-19.512,50)
Trocar tacrolimus
por sirolimus
Antes 120.788.,56 22.042 62.751,50 5.365 0,268
(227.766)  (5.965-103.864,25) (118.192) (1.317,50-181.572)
Depois 48.514,26 2.952 3.877,50 2.404,50 0,417
(138.158) (1.022-22.503) (4.489,76) (591,50-8.636,50)

NA: nfo avaliavel. DP: desvio padrio; 1°Q: primeiro quartil (Q25); 3°Q: terceiro quartil (Q75). ! Teste de Mann-
Whitney.
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Figura 2. Distribuigdo dos valores de PCR segundo a presencga de PTLD.

Com o intuito de avaliar se existe alguma associacgédo linear entre o PCR
para EBV e a dose ou nivel sérico do imunossupressor foi calculado
coeficiente de correlagdo de Spearman. Embora as correlagbes tenham
apresentado valores estatisticamente significativos, pode-se observar que os

valores representam associag¢oes fracas ou moderadas (Tabela 9).
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Tabela 9. Correlagcéo entre os niveis de PCR e as doses e nivel sérico dos
diferentes imunossupressores (tacrolimus, ciclosporina e sirolimus), Instituto
da Crianga, FMUSP, 2018.

Medida PCR Valor de p
Tacrolimus Dose -0,229 <0,001
Nivel sérico -0,087 0,002
Ciclosporina Dose -0,477 <0,001
Nivel sérico -0,195 0,013
Sirolimus Dose -0,137 0,012
Nivel sérico -0,045 0,420

A sorologia positiva para CMV na ocasido do transplante apresentou
associagdo com diminui¢cdo do risco para doenca linfoproliferativa na analise
univariada (OR néo ajustado). Quando colocadas as variaveis no modelo de
regressao multipla, a soropositividade para CMV continuou a ser um fator de
protecéo independente para doenga linfoproliferativa (OR= 0,24; 1C95% 0,06-
0,92), isto €, reduz em 76% a chance de ter PTLD ajustada pela sorologia para
EBV (Tabela 10).
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Tabela 10. Fatores associados com doencga linfoproliferativa (PTLD) em

criangas submetidas a transplante hepatico, Instituto da Crianca, FMUSP,

2018.
Fator Niao ajustada  Valor Ajustada  Valor
OR (IC95%) de p OR (IC95%) de p
Idade ao transplante (meses) 0,99 (0,98-1,00) 0,220
Peso ao transplante (kg) 0,99 (0,95-1,04) 0,715
Periodo do transplante (ref: <20006)
>2006 0,67 (0,26-1,73) 0,412
Sorologia para EBV (ref: negativo)
Positivo 0,39 (0,13-1,19) 0,098 0,52 (0,14-1,94) 0,333
Sorologia para CMV (ref: negativo)
Positivo 0,19 (0,06-0,67) 0,009 0,24 (0,06-0,92) 0,037
CMYV doador (ref: negativo)
Positivo NA NA
EBYV doador (ref: negativo)
Positivo 0,35 (0,08-1,45) 0,147

OR: odds ratio; 1C95%: intervalo de confianga de 95%.
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7. DISCUSSAO
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O transplante de 6rgaos solidos levou a uma significativa melhora na
sobrevida e qualidade de vida de criangas com faléncia de 6rg&os por
condicdes de saude diversas. Essencial para esse sucesso foi 0 conhecimento
e manejo adequado de drogas imunossupressoras que evitam a perda do
enxerto, embora tragam consigo a possibilidade de infec¢des virais e suas
complicagdes malignas ou pré-malignas. As desordens PTLD representam um
grupo de doengas que surgem a partir de um sistema imunolégico atenuado.

A doenga linfoproliferativa ainda constitui importante causa de
morbidade e mortalidade em pacientes pediatricos submetidos a transplante
de figado sendo relatado na literatura incidéncia de 6 — 20% e mortalidade que
varia de 12-60% %%. No Brasil, levantamento realizado no Instituto da Crianca
— Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo até dezembro de
2007, mostrava prevaléncia de 5,4% e mortalidade de 53,9% 3°. No presente
estudo, avaliando o total de pacientes pediatricos submetidos a transplante de
figado nessa mesma instituicdo até dezembro de 2016, encontrou-se uma
prevaléncia de 4,2% de PTLD o que corrobora com dados levantados por
outros centros. Porém, chama atengdo a queda importante na taxa de
mortalidade decorrente da doenca linfoproliferativa para 5%. Uma provavel
explicagédo para este fato seria o melhor entendimento clinico desta condigc&o
patologica, um melhor monitoramento dos pacientes com fatores de risco, bem
como o diagnostico precoce daqueles com sinais e sintomas da doenca,
medidas que permitem intervencdo terapéutica antes da patologia tornar-se
avangada.

Ja esta bem documentado na literatura a relacdo da doencga
linfoproliferativa com a infeccdo pelo virus Epstein-Barr. Receptor com
sorologia negativa para EBV anterior ao transplante e doador com IgG positivo
¢ relatada como um importante fator de risco para PTLD %’. Chen et al
avaliaram 39 criangas, com meédia de idade de 1,3 anos, submetidas a
transplante hepatico entre os anos de 2007 e 2013 na cidade de Taiwan. Cinco
delas desenvolveram PTLD; dessas, 80% com sorologia negativa para EBV
antes do transplante. Todos os doadores eram IgG positivo para EBV 38. Em
um estudo multicéntrico norte-americano e canadense realizado pelo grupo de
estudos em transplante hepatico pediatrico (SPLIT) que avaliou 2283 criangas
submetidas a transplante de figado, 75 apresentaram doenca linfoproliferativa
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sendo 85,3% dessas negativas para EBV no momento do transplante 3°. No
presente estudo, 50% dos pacientes que desenvolveram PTLD apresentavam
sorologia negativa para Epstein-barr virus. Essa maior exposicdo ao EBV
pode ser explicada pela média de idade maior ao transplante (3,3 anos) das
criangas incluidas neste estudo quando comparada as criangas incluidas no
estudo de Chen et al e no levantamento multicéntrico descrito pelo SPLIT (1,3
e 2,4 anos, respectivamente), uma vez que soroconversao e infecgéo por EBV
aumenta com a idade na populagéo geral *.

O virus Epstein-Barr infecta células B e células epiteliais da orofaringe
levando a uma ativagéo e proliferagdo de células B. Um sistema imunologico
intacto pode controlar essa infecgao por meio de apoptose das células B ou da
atividade das células T citotdxicas 4°. Entretanto, no cenario do transplante,
todos os receptores de 6rgaos recebem imunossupressores que tem como
alvo as células T. O grau de imunossupressao contribui claramente para o
desenvolvimento de PTLD. Pacientes que requerem um nivel relativamente
alto de inibidor de calcineurina ou aqueles que recebem terapia com anticorpos
de deplecdo de células T tém uma incidéncia mais alta *'. No entanto, as
analises que tentaram quantificar o risco associado a agentes
imunossupressores especificos usados para indugdo ou terapia de
manutencgdo observaram resultados inconsistentes 4244, Na década de 1980 e
no inicio da década de 1990, potentes globulinas anti-linfécitos monoclonais
(OKT3) e policlonais foram usadas para terapia de indugdo e tratamento de
rejeicdo, frequentemente em altas doses ou em cursos repetitivos. Estes
agentes estdo relacionados com o aumento de risco para PTLD 45 4,

Em nosso servigo n&o é utilizado de rotina terapia de indugao (exceto
32 pacientes que utilizaram basiliximab entre marc¢o de 2000 e outubro de 2001
e trés deles desenvolveram PTLD) %. Inibidores de calcineurina sdo utilizados
desde 1989, sendo a ciclosporina a droga de escolha até 2001, quando
passamos a utilizar tacrolimus. Todos os pacientes recebem metilprednisolona
(20mg/Kg) no intra-operatorio, apos reperfusao hepatica. Dos pacientes que
apresentaram PTLD, 89% (16/18) faziam uso do tacrolimus. A média de nivel
sérico da droga no momento do diagndstico da doenga foi de 8,3. Eshraghian
et al realizaram um estudo transversal para avaliar a incidéncia e sobrevida de

PTLD em pacientes submetidos a transplante hepatico entre o ano de 2004 a
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2015. Um total de 40 criangas foram diagnosticadas com PTLD (incidéncia de
6,25%), 90% delas faziam uso de tacrolimus. As doses de esteroide e
tacrolimus nao foram associadas a sobrevida de PTLD, enquanto um nivel
sérico mais elevado de tacrolimus foi associado a uma sobrevida menor (OR
1,07, 1C95%: 1.006-1.15, p=0.032). Os autores ainda observaram que um valor
de corte de tacrolimus sérico de mais de 11,1 ng / mL esta associado a
sobrevida pés-PTLD, tendo uma alta sensibilidade (90%), mas uma
especificidade bastante baixa (52%) em pacientes pediatricos, sugerindo o
nivel de tacrolimus deva ser ajustado levando em consideragéo esse valor de
corte 47, 0 que, em nossa pratica clinica representa um nivel significativamente
alto. Cacciarelli et al avaliaram 131 criancas submetidas a transplante hepatico
no periodo de 1989 a 1991 para avaliar a incidéncia e o risco a longo prazo de
PTLD com o uso de tacrolimus. A incidéncia da doenga foi de 13% (17/131),
82% tinham sorologia para EBV negativa no momento do transplante. A média
da dose de tacrolimus e do nivel plasmatico no momento do diagndstico foi de
0,32 +/- 0,06 mg / kg / dia e 1,3 +/- 0,3 ng / mL (<0,5 - 11,6 ng/mL),
respectivamente. O risco cumulativo de PTLD aumentou ao longo do tempo:
3% em 6 meses, 8% em 1 ano, 12% em 2 anos, 14% em 3 anos e 15% em 4
e 5 anos. O uso de tacrolimus em TxH pediatrico apresenta um risco a longo
prazo de PTLD de aproximadamente 15%, com a maioria dos episodios (78%)
ocorrendo nos primeiros 2 anos, sugerindo que a vigilancia intensa do EBV
deve ocorrer logo apds o transplante 8.

A deteccgéo do Epstein-Barr virus no sangue periférico pode ser usado
como suporte ao diagnostico de EBV associado a PTLD ou para sinalizar
aqueles pacientes em risco para PTLD 4'. Alguns grupos tém ilustrado o
sucesso dessa técnica em reduzir a incidéncia de PTLD através da diminui¢cao
precoce da imunossupressdo em pacientes considerados de risco %2, O uso
de plasma para o ensaio de PCR revela a presenga de DNA extracelular de
EBV. O DNA extracelular do EBV pode ser o resultado de células previamente
lisadas, como ocorre durante a morte celular espontanea ou induzida, ou do
virus EBV produzido durante a fase litica ou replicativa %3. A lise celular
espontanea ou induzida ocorre tanto nas linfoproliferagdes benignas quanto no
linfoma. Kanakry e colaboradores demonstraram que o EBV no plasma foi
detectavel em quase todos os 105 pacientes com doencga induzida pelo EBV
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(99%), como mononucleose infecciosa, linfo-histiocitose hemofagocitica e
PTLD %*. Por outro lado, os autores também observaram que DNA de EBV foi
detectado no plasma em menos de 10% das amostras de sangue de pacientes
sem evidéncia de doenga por EBV ativa. Portanto, a detecgao de fragmentos
de DNA de EBV no plasma de receptores de transplante de 6rgdos € um
marcador diagnodstico util podendo ser o teste mais especifico para EBV
associado a PTLD.

No nosso servico, desde o ano de 2006, utiliza-se o teste de PCR para
deteccao do DNA viral do EBV no plasma para todos os pacientes pediatricos
submetidos a transplante de figado. Antes desse periodo apenas sorologia
estava disponivel. A fim de avaliar se a dosagem periddica do PCR para EBV
no poés-transplante teve impacto na redugado do numero de PTLD, dividiu-se os
pacientes em dois grupos, aqueles transplantados antes do ano de 2006, e
aqueles submetidos a transplante apos esse ano. Nota-se que os pacientes
diferiram com relagdo a peso, idade, tipo de doador e imunossupressao
utilizada. Isso é provavelmente decorrente da evolugdo da técnica cirurgica e
do ganho de experiéncia da equipe que permitram a realizagdo de
transplantes em criangas cada vez menores. Para suprir a necessidade de
orgaos cada vez mais escassos, o doador vivo tem sido utilizado desde 2001
com bons resultados. O tacrolimus vem sendo o imunossupressor de escolha
com boa seguranga e eficacia e diminuicdo dos efeitos colaterais estéticos
relacionados a ciclosporina. Com relagdo ao numero de pacientes que
evoluiram para doenca linfoproliferativa, observa-se que foi semelhante nos
dois periodos. Porém, 89% dos casos de PTLD apds 2006 foram classificados
como linfoma, diferindo do periodo anterior a este ano quando tivemos uma
taxa de 34% (p=0,009). As formas mais leves da doenga (n&o-destrutiva e
polimorfica) parecem ter sido evitadas e esse fato pode ter sido decorrente da
intervencao precoce do paciente detectado com carga viral para EBV alta,
evitando progressao para doenga linfoproliferativa. Estudo semelhante foi
realizado por Soriano-Lopez e colaboradores na Cidade do México. Noventa e
oito criangas foram divididas em dois grupos, aquelas transplantadas de 1998
a 2007, quando ainda ndo se fazia PCR para EBV, e as transplantadas de
2007 a 2015, quando iniciou a coleta de PCR par EBV. Observou-se uma
redugao na incidéncia de PTLD de 14,9% no primeiro grupo para apenas 1,9%
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no grupo com monitoragdo para EBV e submetidos a redugéo agressiva da
imunossupressao 49,

Nenhum limite de carga viral para EBV foi estabelecido como preditor
de evolucdo para PTLD. Nossos dados mostram que o numero de copias de
EBV DNA ¢ significativamente maior (p=0,029) nos pacientes que
desenvolveram doenca linfoproliferativa. Chen e colaboradores relataram que
0 pico de carga viral no grupo de pacientes que evoluiram com PTLD foi
significativamente maior quando comparado ao grupo que nao apresentou a
doenca [mediana 13.000 vs. 652,5 copias/ug PBMC (células mononucleares
de sangue periférico) DNA, p=0.01]. Esses mesmos pesquisadores
identificaram, através do modelo de risco proporcional de Cox, dois preditores
para PTLD: pico de carga viral para EBV em 3 meses pos-transplante > 4100
copias /ug PBMC DNA e pico de nivel de tacrolimus em 3 meses poés-
transplante > 14,8 ng / mL (Razéo de risco = 17,14 e 11,54, p=0,02 e 0,03,
respectivamente), sugerindo um monitoramento cuidadoso e ajuste de
imunossupressores se a carga viral de EBV dentro de 3 meses pos-transplante
atingir esse nivel 38.

Mais da metade dos pacientes que evoluiram para PTLD no nosso
estudo (67%) apresentaram PCR positivo para EBV com uma média de
131.601 copias/mL e uma média de nivel sérico de tacrolimus no momento do
diagnostico de 8,3 ng/mL. Um total de 240 criangas foram submetidas a 1778
afericbes de PCR quantitativo para EBV (média de 7 aferi¢des por crianga).
Esses valores foram avaliados antes e apos a tomada de alguma medida
terapéutica como reducgao de tacrolimus ou da ciclosporina ou troca do inibidor
de calcineurina para o inibidor de mTOR (sirolimus). As medidas resultaram
em redugao significativa do PCR para EBV (p=0,002 para redugdo de
tacrolimus e p=0,008 para troca de medicamento). Para avaliar se haveria
associagao linear entre PCR para EBV e dose ou nivel sérico de
imunossupressor, foi calculado o coeficiente de Spearman, que mostrou
resultados significativos, porém com associagao fraca ou moderada.

Kullberg-Lindh e colaboradores avaliaram retrospectivamente 30
criangas submetidas a transplante hepatico durante o primeiro ano pos-

transplante para analisar como a redu¢ao da imunossupresséo influenciava o
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nivel de DNA EBV em sangue periférico. O protocolo de imunossupressao
deste grupo consistia em metilprednisolona peroperatoria e timoglobulina
como terapia de indugao, seguido de tacrolimus como monoterapia. Os niveis
minimos de tacrolimus era de 10-15 ng / mL nas primeiras semanas sendo
diminuido para 3-5 ng / mL durante os primeiros 3 meses, caso ndo houvesse
rejeicdo aguda. A imunossupressao era reduzida em 10 a 20% da dose por
semana até atingir niveis abaixo de 3 ng/ mL, guiada pelo DNA de EBV, niveis
séricos de tacrolimus, testes de funcédo hepatica, niveis de ALT e biopsia
hepatica quando necessario. O DNA de EBV foi detectado em pelo menos uma
amostra de 87% dos pacientes (26/30). PTLD nao foi observado em nenhum
caso. Doze pacientes (40%) atingiram um numero de copias para EBV maior
que 5.0 log Geg/mL no primeiro ano e 10 deles apresentavam critério para alta
replicagéo cronica (> 4.2 logio Geg/mL em sangue total em mais de 50% das
amostras por mais de seis meses). O imunossupressor foi reduzido em 18
pacientes devido ao aumento de numero de cépias de DNA EBV. Trés
pacientes tiveram a redugcao da imunossupressao suspensa por alteragao de
enzimas hepaticas. Nove, dos 15 pacientes restantes, tiveram a
imunossupressdo totalmente retirada. Apenas um paciente apresentou
rejeicdo aguda, 1,5 meses apos suspensao da medicacdo. A retirada total da
imunossupressao resultou em uma reducdo do numero de cépias de EBV em
sangue periférico, porém os oito pacientes mantiveram replicagao viral mesmo
apds 2 anos ou mais da suspensao .

Com um mecanismo de acao diferente dos inibidores da calcineurina,
por inibicdo da via de mTOR (mammalian target of rapamycin), o Sirolimus
constitui uma opcéo terapéutica para pacientes que se recuperam de uma
PTLD. Seus efeitos antiproliferativos contra doengas malignas ¢, decorrem de
demonstragdes in vitro da parada na progressao do ciclo celular e da indugéo
de apoptose °’. Em modelos animais, o sirolimus demonstrou suprimir o
crescimento de células B positivas para EBV, além de inibir o crescimento de
tumor metastatico e a angiogénese, possivelmente, por promover diminuigao
da producéo de VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) 8. O uso de

sirolimus pode, portanto, reduzir a chance de novos episédios ou recorréncia
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de tumores malignos, efeito esse nao evidenciado pelo uso de inibidores da
calcineurina (tacrolimus e ciclosporina) *°.

Para determinar o impacto do uso de sirolimus a longo prazo em
pacientes submetidos a transplante hepatico e que desenvolveram PTLD ou
outras neoplasias malignas, um grupo de pesquisadores avaliou 8 criangas
com media de idade de 10 anos. Seis delas tiveram indicagdo de sirolimus
apos episodio de PTLD e duas delas apds hepatoblastoma. Os pacientes
foram acompanhados por um periodo médio de 17 meses e a dose da
medicagéao variou de 0,1 a 0,14 mg/Kg/dia (apenas um paciente necessitou de
dose mais alta de 0,45 mg/Kg/dia). Nenhum paciente apresentou aumento de
PCR EBV apresentando valores qua variaram de negativos a 100 - 1000
copias. Dos seis pacientes que desenvolveram PTLD, cinco permaneceram
livres de doenca em até 23 meses de acompanhamento clinico. Os dois
pacientes com hepatoblastoma também permaneceram livres de doenca e em
monoterapia com sirolimus 0.

Outro estudo que avaliou o sirolimus como droga de resgate ou
imunossupressor primario observou 50 criangas transplantadas. Nove dessas
criangas apresentaram rejeicdo celular aguda apds diminuicdo de
imunossupressao para tratar PTLD ou aumento de numero de copias de EBV
em sangue periférico. Cinco criangas voltaram esquema de imunossupresséo
com sirolimus e prednisona e quatro com tacrolimus em baixa dose, sirolimus
e prednisona. Durante uso de sirolimus pacientes continuaram a apresentar
redugéo no numero de cépias de EBV (810 + 831 a 166 + 216 copias/PBMCs)
e oito deles apresentaram resolugéo da rejeigédo celular aguda. A dose média
de sirolimus foi de 1mg/dia (variando de 0.25-2) 6",

Os pacientes que acompanham em nosso servico e apresentam PCR
para EBV positivo sdo submetidos inicialmente a redu¢cédo da imunossupressao
em uso. Nao havendo negativagédo ou diminuigdo do numero de cépias, troca-
se o inibidor de calcineurina (tacrolimus) por inibidor de mTOR (sirolimus).
Tanto a redugéo do tacrolimus como a troca por sirolimus foram satisfatérias
em diminuir o numero de copias de EBV com resultados significantes (p=0,002
e p=0,008, respectivamente).
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A doenca linfroproliferativa pds-transplante engloba um amplo
espectro de condigdes clinicas. Pode ser nodal, extra-nodal, geralmente no
aloenxerto, ou amplamente disseminada ¢2. Dos pacientes avaliados nesse
estudo, o trato gastrointestinal foi o sitio primario mais acometido, seguido das
amigdalas e linfonodos. Mais da metade dos pacientes (67%) apresentaram
expressao de CD 20 na peca histolégica e fizeram uso de rituximabe (anticorpo
anti-CD20). A maioria das PTLD polimérfica e monomorfica de células B
expressam CD20, sendo um importante alvo para intervencgéao terapéutica. O
mecanismo de morte de células B induzida por rituximabe inclui estimulagao
direta de CD20 pelo anticorpo, fixagdo do complemento e citotoxicidade celular
dependente de anticorpo por meio do recrutamento de células T citotoxicas,
natural killer e fagociticas *'.

Uma das maiores coortes pediatricas que avaliaram 55 pacientes com
PTLD, EBV e CD20 positivos, foi descrita por Gross e colaboradores. Os
pesquisadores estudaram a eficacia de rituximabe associado a quimioterapia
de baixa dose com ciclofosfamida e prednisona. A taxa de remissao completa
da doenga foi de 69% (IC 95%: 57 — 84%). A taxa de evento livre de doenga
em dois anos foi de 71% (IC 95%: 57 — 82%) e a taxa de sobrevida global de
71% (IC 95%: 69 — 91%) em seguimento médio de 4,8 anos. Este trabalho
sugeriu que rituximabe associado a quimioterapia de baixa dose é efetivo no
tratamento de PTLD EBV positivo em criangas 2.

Um grupo de pesquisadores de Bérgamo na ltalia avaliaram 17
criangcas que desenvolveram PTLD grave apos transplante de 6rgéo. Para a
doenca ser classificada como grave, deveria apresentar ao menos um dos
seqguintes critérios: envolvimento de mais de um o6rgéo, envolvimento da
medula Ossea, disfungdo de orgao, estado geral debilitado, histologia
monomorfica ou PTLD benigna n&o responsiva apds 3 semanas de retirada da
imunossupressdo. As criangas foram tratadas de acordo com a seguinte
estratificacdo: 1. risco padrao, submetidas a reducdo de imunossupressao e
rituximabe e 2. alto risco, submetidas a retirada de imunossupressao, inicio de
rituximabe e poliquimioterapia. Considerado de alto risco aquele paciente que
preenchia ao menos dois dos seguintes critérios: estagio Il ou IV, histologia
monomorfica, estado geral debilitado ou DHL mais de duas vezes o limite
superior de normalidade para idade (ou > 1000 UI/L). A sobrevida livre de
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doenca em 1 e 5 anos foi 94% (IC 95%: 65% - 99%) e 75% (IC 95%: 45 - 90%),
respectivamente 27.

Com o monitoramento da replicagao do virus Epstein-Barr em nossos
pacientes transplantados tem se conseguido diminuir o numero de PTLD n&o-
destrutiva uma vez que possibilitou uma intervengdo mais precoce antes do
desenvolvimento da doenga. No entanto, as formas mais graves da doenga e
nao evitaveis apenas com a redugao da imunossupressao, prevaleceram apos
o0 ano de 2006; dos nove pacientes que apresentaram PTLD, oito foram por
linfoma de Burkitt ou de células B. Do total de pacientes com PTLD, onze
desenvolveram a forma grave da doenga. Dos onze pacientes com linfoma,
sete trataram com retirada da imunossupressao, rituximabe e quimioterapia.
Rejeicao celular aguda foi mais evidenciada nesses pacientes que evoluiram
para linfoma, muito provavelmente pelo tempo maior que esses pacientes
ficaram sem imunossupressao. Uma vez retirada imunossupresséo, a mesma
deve ser reiniciada com cautela nos pacientes mais graves, pelo risco de
reativacdo da PTLD. Giraldi e colaboradores sugerem reiniciar a
imunossupressao apods trés meses do término da quimioterapia em pacientes
transplantados hepaticos 2. Monitoramento laboratorial e/ou histologico
frequente pode permitir um maior tempo sem medicamento e pode evitar
rejeigao celular grave. Levar em consideragéo episodios de rejeigdes prévios
também pode ajudar na decisdo de retorno do esquema imunossupressor,
bem como qual classe de medicamento utilizar. O inibidor de mTOR, sirolimus,
mostra-se interessante pelo seu efeito anti-proliferativo. No entanto, estudos
prospectivos fazem-se necessarios para definir se de fato previnem reativagao
de doencga.

Infecgdo por citomegalovirus pode contribuir no estado de
imunossupressado do paciente e tem sido descrito como fator de risco para
PTLD 2. Estudo publicado recentemente sugere que a co-infecgdo por CMV e
EBV diminui a frequéncia de células Natural-Killer contribuindo para o dificil
controle do EBV em criangas imunossuprimidas com PTLD 3. Huang e
colaboradores avaliaram 18 criangas submetidas a transplante hepatico e que
evoluiram com PTLD. Analise univariada revelou como fatores de risco para
desenvolvimento da doenca linfoproliferativa: idade média ao transplante,
idade menor que 2 anos ao transplante, infeccao primaria por CMV, receptor
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com sorologia negativa para CMV. Em analise multivariada infec¢gao primaria
por CMV, soronegatividade para CMV e rejeicao celular aguda prévia a PTLD
constituiram significantes fatores de risco para doenca linfoproliferativa 4. Seo
e colaboradores avaliaram 142 criangas submetidas a transplante hepatico; 14
delas evoluiram com PTLD. Analise multivariada realizada por este grupo
mostra como fatores de risco para doenca linfoproliferativa doador cadaver,
numero de copias elevadas de EBV e infecgdo primaria por CMV ©°,

Dados do nosso estudo corroboram com os encontrados por outros
pesquisadores uma vez que mostra, em analise univariada, sorologia para
CMV positiva prévia ao transplante como fator protetor para desenvolvimento
de PTLD. Colocando as variaveis no modelo de regressdao multipla, a
soropositividade para CMV continuou a ser um fator de protegéo independente
para doenga linfoproliferativa (OR= 0,24; 1C95% 0,06-0,92), isto &, reduz em
76% a chance de desenvolver PTLD. Uma vez que o receptor apresenta
sorologia positiva para CMV ele nao vai apresentar infecgéo primaria por CMV,
situacdo considerada de risco para PTLD conforme evidenciado por estudos
citados anteriormente.

Uma das maiores limitagdes deste estudo advéem do fato de ter carater
retrospectivo. Analise de prontuarios ainda gera muito viés de afericdo uma
vez que muitas informag¢des sdo perdidas por falta de registro. No entanto,
esse foi o estudo transversal que envolveu maior numero de criangas
transplantadas de figado em um unico centro. A pequena parcela de pacientes
que desenvolveu doenca linfoproliferativa também limitou a analise estatistica.

Os resultados aqui relatados embasam as tomadas de decisao diante
do paciente transplantado que evolui com aumento de numero de cépias para
Epstein-Barr virus, diminuindo dessa maneira a chance de evoluir para PTLD.
N&o obstante, novos estudos de carater prospectivo, com grupo controle,

fazem-se necessarios para solidificar condutas e experiéncias.
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8. CONCLUSAO
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Ja esta bem estabelecida a relagdo do virus Epstein-Barr com o
desenvolvimento de doenca linfoproliferativa pds transplante, tanto pelo
potencial oncogénico do virus, quanto pelo efeito negativo da
imunossupressdao em conter a replicacido viral quando uma infecgao primaria
se instala.

A monitoragéo da carga viral por PCR permite avaliar quantitativamente
0 numero de particulas virais no plasma do paciente e de acordo com o
resultado possibilita uma intervencdo precoce no sentido de reduzir a
imunossupressdo e permitir um clareamento viral ao reestabelecer o
funcionamento dos linfécitos T, dessa maneira impedindo o surgimento de
doencas linfoproliferativas.

Os resultados aqui apresentados ratificam essa hipotese na medida que
mostra significancia estatistica entre diminuigdo de imunossupresséo ou troca
de inibidor de calcineurina por inibidor de mTOR e queda no nivel de PCR para
EBV.

O impacto tanto da monitoragdo quanto da intervengao precoce pode
ser evidenciado pelo numero de PTLD nao destrutiva e benigna que caiu
significativamente apds PCR para EBV estar disponivel em nossa instituigcéo.
Um melhor entendimento da doenca e estratificagdo de risco dos pacientes
possibilitou aprimoramento no tratamento dos mesmos refletindo em uma
diminuicdo da taxa de obito.

Apesar de restrospectivo, este foi um estudo que envolveu um grande
numero de pacientes refletindo e representando a populacdo de pacientes
pediatricos submetidos a transplante hepatico.
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