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Resumo

Introducdo: Transplante alogénico de células tronco hematopoéticas (TCTH) ¢ uma
importante terapia para doengas hematologicas, mas o sucesso de uma porcao de
transplantes ¢ limitado pela doenga do enxerto versus hospedeiro(GVHD). Os fatores
de risco conhecidos para GVHD agudo (aGVHD) nao fornecem uma estimativa precisa
do risco individual e nao auxiliam na individualizagao da terapia. Até o momento, nao
existe método diagnostico que permita predizer aGVHD. A identificagao de pacientes
que desenvolverao aGVHD poderia permitir a individualizagao da terapia para uns e
evitaria imunossupressao intensa para outros.

Objetivos: Revelar um classificador molecular preditivo de aGVHD. Descobrir genes
diferencialmente expressos e analisar eventos precoces que desencadeiam aGVHD.
Explorar categorias funcionais e tipos celulares relacionados ao desenvolvimento de
aGVHD.

Casuistica e métodos: Foram isolados, amplificados, marcados e co-hidridados com
laminas de microarray contendo 22.000 sondas, amostras de RNA mensageiro de 89
pacientes submetidos a TCTH HLA-idéntico mieloablativo ou de toxicidade reduzida,
obtido de células mononucleares periféricas durante a enxertia medular. Os pacientes
foram divididos em grupo treino e grupo teste, um modo utilizado para construir um
modelo que discrimine pacientes com e sem aGVHD, e para testar o modelo em
amostras independentes. Os genes informativos foram selecionados utilizando recursive
feature elimination, seguido de sete diferentes algoritmos de classificagao multivariados
para estabelecer o classificador molecular no grupo treino. Os genes diferencialmente
expressos entre amostras de pacientes com e sem GVHD foram submetidos a analise de
enriquecimento das vias funcionais e agrupados de acordo com o perfil de expressao
com células e tecidos através do SymAtlas.

Resultados: Encontramos um classificador molecular composto de 233 genes nas
amostras do grupo treino, que foram selecionados baseados na mais precisa

classificagao. No grupo teste da amostra, cerca de 80% dos pacientes puderam ser

Xvii



classificados. Para estes pacientes, o classificador mostrou uma acurdcia preditiva de
75% (sensibilidade de 71% e especificidade de 78%). Analisando a anotagdo funcional
dos genes diferencialmente expressos, observamos que em pacientes que
desenvolveram aGVHD, houve aumento de expressao de genes da resposta
antimicrobiana, transporte de gases, metabolismo de hemoglobina, além das
alarminas. Nestas amostras também observamos a diminuicao da expressao da IL1 e
outros genes envolvidos na via do NF-kB. Varios genes super-expressos no periodo
precoce do aGVHD foram associados a células precursoras.

Conclusdes: Nossos resultados mostram que um classificador molecular é capaz de
identificar pacientes sob alto risco de desenvolver aGVHD. Estabelecer métodos de
diagndstico preditivo para aGVHD é o primeiro passo para a individualizagdo da
estratégia terapéutica apds TCTH. Além disso, os resultados da analise de
enriquecimento funcional e a expressao de genes em diferentes populagdes celulares,
sugerem que eventos precoces envolvendo multiplas populagdes de células
precursoras possam predefinir a intera¢ao futura entre o enxerto em desenvolvimento

e o paciente.

Key-words: transplante alogénico de células tronco hematopoéticas, doenga do enxerto

contra o hospedeito aguda, microarray, perfil de expressao génica
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1.1. Descricdo do problema: maior incidéncia de aGVHD de moderada a grave
implica em maior morbi-mortalidade devido a lesio de orgao alvo, infec¢des e

outras complica¢des relacionadas ao GVHD.

Transplante alogénico de células tronco hematopoéticas (TCTH) € modalidade
de tratamento que promove eficdcia terapéutica em pacientes com doengas
hematopoéticas como leucemias agudas, leucemias cronicas, linfomas e depressoes
medulares. Para alguns pacientes, esta modalidade de tratamento permanece como
unica opgao, oferecendo um potencial de cura ou controle a longo prazo da doenca de
base.

Estima-se que no ano de 2007 tenham sido realizados cerca de 1200 transplantes

no Brasil, segundo dados do Ministério da Satide, e em torno de 40.000 procedimentos
pelo mundo®, com um crescimento estimado de 10-15% ao ano. O numero de

transplantes tem aumentado significantemente e a fonte de células, tipo de doador,
prevencao de doenga do enxerto contra hospedeiro, novos regimes de condicionamento
e melhora de terapias suportivas tém mudado nas altima décadas®.

O sucesso de uma proporcao destes transplantes é limitado pela doenca do
enxerto contra o hospedeiro (GVHD- graft versus host disease). Apos o TCTH alogeénico,
complicagdes como toxicidade ao regime de condicionamento, infec¢Oes, e recaida da
doenca podem acontecer, mas a maior e mais importante complicagdo imunologica é
GVHD. A forma aguda de GVHD (aGVHD) é complicacao dificil de se manusear® e
ocorre em cerca de 30-60% dos pacientes submetidos a TCTH aparentando.

Esta condigao é causada por linfécitos T do doador respondendo a aloantigenos
expressos pelo receptor. Um dos fatores importantes para a emergéncia de aGVHD ¢ a
toxicidade induzida pelo regime de condicionamento, levando a lesdo celular com
exposicao de neoantigenos, liberacao de citocinas e aumento da apresentagao antigénica
as celulas T do doador. O reconhecimento de peptideos alogénicos induz ativagao,

seguida de expansao, iniciando a resposta imunoldgica contra tecidos do hospedeiro®.
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O regime de condicionamento tem papel importante na lesao tecidual,
promovendo a liberagao de citocinas pré-inflamatorias, tendo o tubo gastrointestinal
como principal gatilho para a reacao do enxerto contra o hospedeiro®. A redugao da
intensidade do regime de condicionamento foi inicialmente proposta com a intencao de
reduzir a mortalidade relacionada ao transplante, permitindo a inclusao de pacientes
mais idosos ou com co-morbidades. Apesar da nova estratégia, estudos nao tém
demonstrado menor mortalidade relacionada ao tratamento, menor incidéncia de
GVHD agudo e cronico ou melhora da sobrevida®?.

As caracteristicas clinicas de aGVHD incluem lesdes de pele, figado e tubo
gastrointestinal, graduados segundo Glucksberg®. Corticdides representam a terapia
primaria para aGVHD®), embora, ao tempo da reagao imune clinicamente visivel, 50%
dos pacientes nao responderao a corticoterapia, e apesar da introducao de terapias de
segunda linha, em torno de 90% dos pacientes com GVHD agudo refratario morrerao
dentro dos primeiros dois anos apos transplante®. A incidéncia e gravidade de GVHD
dependem de um numero de fatores que incluem: tipo de profilaxia, tipo de doador,
intensidade do regime de condicionamento, composi¢ao do enxerto e fungao timica pré
transplante-16),

A busca de preditores para eventos clinicos pds transplante é tema de estudo
recorrente nos varios centros de transplante pelo mundo. A fungao timica e sua
correlacdo com eventos precoces e tardios apoOs transplante ¢ um destes objetos de
estudo. Tem sido sugerido que a reconstitui¢do e manutencao efetiva da imunidade
conferida por células T é dependente da educacdo de precursores T no timo, como
mostrado pela correlagdo entre aumento da producdo timica, aumento do nimero de
células T imaturas, e amplo repertdrio de receptor de células T apos transplante. Fatores
que inibem fungao timica podem incluir: idade, lesao timica direta por quimioterapia
ou radioterapia e GVHD!719),

Desde a descri¢ao por Douek et al dos circulos de excisao de receptor de células
T ( TRECs- TCR excision circles), a detecao de maior niimero de copias de TRECs

previamente ao transplante alogénico, denotando boa fungdo timica, tem sido
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relacionada a menor incidéncia de GVHD agudo e cronico, menor incidéncia de
infec¢des virais e bacterianas e maior sobrevida geral®®. Nosso grupo estudou 62
pacientes, entre criangas e adultos, e também observamos o impacto dos baixos niveis
de TRECs pré TCTH na diminuicao da sobrevida geral e aumento da incidéncia de
aGVHD grau II-IV, e de infec¢Oes bacterianas e virais, conforme demonstrado no artigo
em anexo (Anexo 1). Nossos resultados corroboram a idéia de que a deficiéncia de
fungao timica pré transplante pode ser um preditor de risco para a ocorréncia de
aGVHD grau II-IV e de infecgoes.
Embora a presenca de GVHD possa sugerir um efeito benéfico do enxerto contra
o tumor, estudos observacionais identificaram GVHD como a principal causa de
mortalidade ndo relacionada a recaida®?). De acordo com dados do CIBMTR ( Center
for International Blood and marrow Transplant Research), GVHD representa 13% e 14%
das causas de morte apds transplante alogénico aparentado e ndao aparentado,
respectivamente®? .
Os fatores de risco atualmente reconhecidos pela literatura® nao sdo capazes
de fornecer uma estimativa precisa do risco individual e dessa forma nao permitem a

individualizagao da terapia.

1.2. Uso de microarrays como ferramenta investigativa em hematologia e transplante

de células tronco hematopoéticas

A conclusao do projeto Genoma, no final da década de 1990, possibilitou o
surgimento de uma tecnologia que permite analisar a expressao diferencial de milhares
de genes simultaneamente, os chamados microarrays®+>).

Esta tecnologia, apesar de relativamente nova, tem revolucionado as pesquisas
em varias areas da medicina, inclusive na hematologia, na medida em que amplia
rapidamente a quantidade de informagdes disponiveis sobre a expressao génica em

diversas situagoes clinicas e experimentais.
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A principal vantagem dos microarrays, descrito pela primeira vez em 1995 por
Schena M, ¢é o fato desse método ndo se basear no conhecimento prévio de quais genes
estariam envolvidos no evento que se quer estudar, e por isso se ampliam as
probabilidades de desvendar novos mecanismos envolvidos e possiveis biomarcadores
para o diagnodstico do evento em estudo.

Esta técnica utiliza sequéncias de genes dispostas em arranjos (array), preparadas
roboticamente e aplicadas em quantidades adequadas, seja de produto de PCR
oriundos de clones de cDNA ou oligonucleotideos gene-especificos sobre laminas de
vidro®@o.

Tecnicamente, milhares de sondas sao fixadas a superficie de uma lamina de
vidro e amostras de RNA (o alvo) sao marcadas com fluoréforos para hibridagao. Apods
a hibridagao, um feixe de laser é utilizado para excitar o fluoréforo. A intensidade de
hibridac¢do é representada pela quantidade de fluorescéncia emitida, que fornece uma
estimativa da quantidade relativa entre os diferentes transcritos que estao
representados.

A plataforma de microarray mais utilizada no momento e que utilizamos neste
estudo, sao microarrays de oligos, em que sequéncias de 60-70 nucleotideos especificos
para genes previamente conhecidos, sao sintetizadas e fixadas as laminas. Os mRNA
de amostras bioldgicas sdao submetidos a transcricdo reversa e amplificagao, se
necessaria, e depois marcados com fluoroforo (Cy3 ou Cy5). Apods a hibridacao, as
fluorescéncias do Cy3 e Cy5 sdao mensuradas separadamente e capturadas em duas
imagens, sendo entao, sobrepostas e produzindo uma imagem composta. Esta imagem
deve ser pré-processada, com adequada filtragem, normalizagdo e subtra¢do da
fluorescéncia de fundo (background), antes dos valores de expressdao serem analisados.
Uma vez pré-processada, sao utilizadas ferramentas adequadas para descoberta de
classes, comparacao de classes ou predicao de classes, de acordo com o desenho pré
estabelecido do estudo. Neste caso, classe é equivalente ao grupo de amostras ou de

pacientes.
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Em 1999, pela primeira vez, pesquisadores demonstraram que a analise da
expressao diferencial de genes poderia ser usada para classificar um grupo de
leucemias agudas®). Baseado no padrao de expressao geénica de 55 genes
diferencialmente expressos, leucemia mieldide aguda e leucemia linféide aguda
puderam ser distinguidas sem informagdes histologicas prévias. Este estudo
demonstrou que classifica¢des clinicamente uteis poderiam ser realizadas baseadas no
perfil de expressao génica.

Em pesquisa clinica, microarrays tém sido usados para predizer sobrevida geral
e resposta ao tratamento em diferentes doencas hematologicas?32 e para diagnosticar
rejeicao aguda (um processo patologico que possui caracteristicas similares ao GVHD
agudo) em transplante de orgdos solidos ¢33,

Estudos de microarray com linfoma difuso de grandes células B por sua vez,
identificaram 03 subgrupos moleculares distintos, aqueles com assinatura génica de
células B do centro germinativo (GCB), os de linfdcitos B ativados (ABC) e o terceiro
conhecido como tipo 3, que parecem ser derivados de diferentes estagios de
diferenciacdo das células B, utilizando diferentes mecanismos oncogénicos, diferindo
entre si em suas habilidades de serem curados por poliquimioterapia. Utilizando
expressao diferencial de genes, pacientes que expressam assinatura molecular de
células B de centro germinativo tém melhor sobrevida do que pacientes com assinatura
de linfocitos B ativados®2).

Um grande nimero de estudos tem abordado o perfil de expressdao génica e suas
aplicacoes em classificar tumores, descobrir novas classes de doenga, estimar
progndstico e predizer resposta a terapia. Dentre estes tipos de andlises, a predicao de
classes tem por objetivo construir um preditor ou classificador molecular para a
ocorréncia de eventos como recaida da doenga de base, sobrevida geral e resposta a

terapia®®.

Recentemente proposto por Guyon et al, o algoritmo chamado “Support Vector

Machine Recursive Feature Elimination” (SVM-RFE) é um método estatistico que pode
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ser utilizado para sele¢cao de genes de determinado preditor®. Este algoritmo ordena
os genes de acordo com sua contribuicdo no desempenho do preditor. Ele utiliza uma
combinagao linear ponderada da expressao dos genes como um discriminador entre
duas classes. Esta combinagao linear ¢ selecionada para maximizar a margem ou a
distancia entre a amostra pior classificada e o plano discriminador. A expressao de
todos os genes € usada para o treino no algoritmo SVM, removendo genes que tém
baixo peso na combinagao linear e um novo classificador é desenvolvido utilizando os
genes remanescentes. Apos encontrar um novo discriminante linear, os genes que tém
baixo peso para o novo discriminante sao removidos e um novo classificador € criado.
O processo continua iterativamente até que o numero de genes previamente
selecionado seja atingido. Este método faz parte de um sub-campo da inteligéncia
artifical chamada aprendizagem de madaquina, dedicado ao desenvolvimento de
algoritmos e técnicas que permitam ao computador aprender, isto é, que permitam ao

computador aperfeicoar seu desempenho em alguma tarefa.

O conceito de sobre-ajuste ou overfitting em aprendizado de maquinas ¢é
importante pois, durante a criagdo de um preditor, a mdaquina pode ajustar
aleatoriamente as caracteristicas do grupo treino, nao tendo relagdo causal com o evento
buscado. Neste processo de sobre-ajuste, 0 desempenho em amostras treinos tende a
melhorar enquanto que em amostras teste independentes, os resultados tendem a
piorar. Desta forma, neste tipo de andlise, é essencial que os dados usados para avaliar a
acuracia preditiva do classificador sejam diferentes dos dados que geraram a lista de
genes que constitui o preditor.

Desta forma, dois grupos de amostras devem ser criadas, um chamado de
grupo treino ou training set, no qual é criado e selecionado o preditor, e outro chamado

de grupo teste ou test set, grupo este em que o preditor € aplicado e avaliado®®.
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1.3. Predi¢ao em GVHD agudo

Em 2007, um estudo utilizando a técnica de microarray foi publicado, utilizando o
perfil de expressao do doador para predizer a ocorréncia de GVHD apds transplante
HLA-idéntico de células tronco periféricas ou medula dssea®). O investigador analizou
o perfil de expressao génica em linfocitos T CD4+ e CD8+ provenientes de sangue
periférico de doadores. Nesta andlise, foi encontrado um conjunto de genes cujo
classificador molecular foi capaz de predizer GVHD (agudo e cronico) com acurdcia de
65%, e combinando pares de genes, foram capazes de predizer o desenvolvimento de
GVHD cronico com um acuracia de 77%. Desta forma, a acurdcia atribuida a predicao
de aGVHD deve-se mais a capacidade de predizer GVHD cronico, nao existindo,
portanto, um classficador para aGVHD. Embora estes resultados sejam promissores
(este € o primeiro e unico estudo que explorou a predicdo de GVHD utilizando
microarray em doadores), existem limita¢oes. Primeiro, o autor ndao mostra um conjunto
de genes preditivo para aGVHD sozinho, talvez porque o nimero limitado de
doadores/pacientes (N:50) nao tenha sido capaz de gerar informagdes suficientes que
permitissem o estabelecimento de um classificador robusto e confidvel, ou talvez
porque analizaram somente células T CD4 e CDS, e evidéncias recentes apontam que
células B também estao envolvidas em GVHD, e o perfil de expressao dessas células
pode ser bastante informativo®). Segundo, a anadlise de predicao foi realizada em
amostras colhidas de doadores de células tronco hematopoéticas periféricas ou medula
Ossea antes do transplante. Ainda que o perfil de expressao das células T do doador
reflita seu status de ativagao imune, isto pode nado estar relacionado a capacidade do
doador em montar um resposta do enxerto contra o hospedeiro apds o contato com
aloantigenos.

Nosso grupo recentemente utilizou com sucesso a tecnologia de microarray para
predizer reagao do hospedeiro contra o enxerto em pacientes submetidos a transplante
cardiaco. Neste trabalho, conseguiu-se determinar uma assinatura molecular que

permitiu a detecgao precoce de episodios de rejeicao antes do diagndstico histologico®.
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Como aGVHD ¢ uma reagdao imune similar (células T respondendo a
aloantigenos), nos postulamos que deveria ser possivel encontrar uma assinatura
molecular precocemente apos o transplante de medula 6ssea, que permitiria predizer a
ocorréncia de aGVHD, antes dos sintomas clinicos aparecerem. A identificacdo de uma
assinatura génica predizendo aGVHD abriria caminho para estudos com intensificacao
de profilaxias para alguns, evitaria imunossupressdao excessiva para outros que nao
estivessem sob risco, além da possibilidade de identificar pacientes potencialmente
refratarios a corticoterapia. Diante destas justificativas, por nao existir método capaz de
predizer quais pacientes sofrerao aGVHD, e ainda porque fatores de risco reconhecidos
pela literatura nao permitem estimar o risco individual, n6s desenhamos este estudo.
Dessa forma, no presente estudo, foi avaliado o perfil de expressao génica com o
emprego de microarrays em 89 pacientes submetidos a transplante alogénico HLA-
idéntico, com o objetivo de descobrir uma assinatura molecular capaz de predizer a
ocorréncia de aGVHD. Além disso, através da analise de anotagao funcional dos genes

diferencialmente expressos, exploramos as vias bioldgicas envolvidas na fase precoce de

aGVHD.
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1. Revelar um classificador molecular preditivo de doenca do enxerto contra o
hospedeiro aguda durante a enxertia medular.

2. Descobrir genes diferencialmente expressos e analisar os eventos precoces que
desencadeiam aGVHD.

3. Explorar categorias funcionais e tipos celulares relacionados ao desenvolvimento

de aGVHD.



3. Casuistica e métodos
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3.1. Casuistica

Foram recrutados prospectivamente e consecutivamente 103 pacientes
submetidos a transplante alogénico HLA-idéntico aparentado para o presente estudo.
Destes, 89 pacientes participaram do estudo e 14 foram excluidos (critérios de exclusao
abaixo). Do total de pacientes recrutados, 53 foram acompanhados na Disciplina de
Hematologia e Hemoterapia do Departamento de Medicina da Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP), 50 no Setor de Hematologia do Hospital Santa Marcelina ,
seguindo-se 0s mesmos critérios de inclusao e de exclusao estabelecidos, apds
cuidadosa avaliagao clinica de cada paciente. Foram recrutados pacientes submetidos a
transplante entre o periodo de maio de 2004 a agosto de 2007.

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, com idade entre 15 e 70 anos e com
intervalo maior ou igual a 7 dias entre a enxertia medular e o inicio da doenga do
enxerto contra o hospedeiro aguda. Pacientes que tiveram aGVHD foram incluidos
independente do tempo de seguimento. Pacientes com quadro de sepse ou doenca
veno-oclusiva manifesta durante a recuperacao medular foram excluidos. Na andlise de
predicao da doenga do enxerto contra hospedeiro aguda, excluimos pacientes que nao
tiveram aGVHD e que foram a &bito por infec¢do, doenga veno-oclusiva hepatica ou
outras complicagdes nos primeiros 100 dias, além dos pacientes que nao foram capazes
de entender o termo de consentimento livre e esclarecido.

Todos os pacientes foram acompanhados por, pelo menos, 100 dias apos
transplante, com avaliagdo ambulatorial 3 vezes por semana nos primeiros 100 dias.
Para estudo de expressao génica foi utilizada uma amostra por paciente.

Graduagao de doenga do enxerto foi avaliada por dois médicos independentes e
casos duvidosos foram consenso com um terceiro médico. Foi considerado doenca do
enxerto Grau I ou de orgao unico, se confirmado por bidpsia. O critério utilizado para
classificagdo de aGVHD foi o critério clinico de Glucksberg modificado®, sendo

documentada a graduagdao maxima atingida pelo aGVHD. O trabalho foi aprovado
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pelos Comités de Etica da Universidade Federal de Sio Paulo e do Hospital Santa
Marcelina (Anexo 7). Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo 8).

3.2. Técnicas de transplante utilizadas

Todos os transplantes realizados foram HLA-idénticos de doadores irmaos com
compatibilidade HLA nos seguintes locus : HLA classe I ( HLA-A e HLA-B) realizados
por métodos soroldgicos e HLA classe II (DR e DQ) realizados por métodos moleculares
de alta resolucao.

Foram considerados transplantes mieloablativos aqueles com os seguintes
regimes de condicionamento: Bussulfano (16mg/Kg) associado a
ciclofosfamida(120mg/Kg), Irradiacdo corporal total (1200 cGy) associado a
ciclofosfamida(120mg/kg), bussulfano (16mg/Kg) associado a fludarabina(120mg/m?) e
carmustina (300 mg/m?), citarabina (1600 mg/m?), etoposide (800 mg/m? ) associado a
melfalan (140 mg/m?). A profilaxia de GVHD foi realizada com ciclosporina 3mg/Kg
endovenosa, iniciado no D-1 e retirada progressiva apos D+60 e suspensao no D+180.
Metotrexate foi utilizado nos dias +1 ( 15 mg/m?), +3, +6 e +11 (10mg/m?)“b.

Foram considerados transplante de toxicidade reduzida os seguintes regimes de
condicionamento®43: melfalan (140 mg/m?), fludarabina(120 mg/m?) associada a
irradiacao corporal total (200cGy), ciclofosfamida (120mg/Kg) associada a melfalan (120
mg/m?), fludarabina (120 mg/m?) associada a bussulfano (8mg/kg) e linfoglobulina
antitimocitica (40mg/Kg). Para o regime de condicionamento com fludarabina e
irradiagao corporal total foi utilizada a profilaxia com ciclosporina 12,5 mg/Kg via oral
iniciando no D-3 do transplante e micofenolato mofetil 15mg/Kg no D0, com retirada do
micofenolato no D+28 e ciclosporina entre D+60 e 90, dependendo do quimerismo®?.
Para os outros regimes, a profilaxia foi igual ao regime mieloabaltivo. A concentragao
sérica da ciclosporina foi avaliada semanalmente e mantida entre 150 — 300 ng/ml em

ambos tipos de transplantes.
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Profilaxia antibidtica foi realizada igualmente entre os dois regimes:
sulfametoxazol associado a trimetropim para profilaxia de Pneumocystis jirovect,
mantido até o término da imunossupressao ou até seis meses apos o controle da doenca
do enxerto contra hospedeiro cronica. Aciclovir (10mg/Kg 3x/dia ) e fluconazol
(200mg/dia) foram iniciados durante o regime de condicionamento na forma
endovenosa, depois da alta foram modificados para aciclovir 800mg/dia e fluconazol
200mg/dia via oral e entdo suspensos nos primeiros 100 dias, exceto se a doenca do
enxerto contra o hospedeiro necessitasse de prolongada imunossupressao®.

Antigenemia para citomegalovirus(CMV) foi realizada semanalmente até o
D+100. Apds os primeiros 100 dias, a monitorizacao foi realizada baseada no risco de
cada paciente. Foi considerada reativacdo de CMV se positividade presente >2
células/150.000 leucdcitos, sendo instituido terapia com ganciclovir. GVHD crénico foi
classificado de acordo com critérios de Seattle®®.

As doengas foram categorizadas antes do transplante da seguinte forma: grupo
de doencas ndao malignas: anemia apldstica; grupo de baixo risco: sindrome
mielodispldsica com anemia refrataria, sindrome mielodisplasica hipocelular, leucemia
mieldide cronica em fase cronica, leucemias aguda em primeira remissao, linfomas em
remissdo; grupo intermedidrio: leucemias em segunda remissao, leucemia cronica em
fase acelerada ou 2° fase cronica, hemoglobintiria paroxistica noturna, doenca
mieloproliferativa inclassificavel; grupo alto risco: leucemia miel6ide cronica em crise
blastica, sindrome mielodispldsica com excesso de blastos, leucemia mielomonocitica,
leucemia secunddria a mielodisplasia, leucemia bifenotipica, leucemias agudas em

atividade, linfomas ou mieloma multiplo em atividade®.

3.3. Coleta de amostras e processamento

3.3.1 Processamento do material
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As células mononucleares de sangue periférico foram separadas por Ficoll-
Hypaque®, conforme orienta¢des do fabricante, a partir de 10 ml de sangue colhido em
heparina durante a enxertia medular apos transplante. Foi considerado enxertia
medular contagens absolutas de neutrofilos > 500/mm? por trés dias consecutivos, sendo
considerado o primeiro dia como a data da recuperagao medular e plaquetas > 20.000/

mm?® sustentada por, pelo menos, 7 dias consecutivos sem transfusao®.

3.3.2. Extracao de RNA total

Os RNAs foram extraidos imediatamente apods separacao de células no Ficoll,
utilizando Trizol (Invitrogenl), segundo informagdes do fabricante e armazenados a -

80°C até o momento do uso.

3.3.3. Avaliacao da Qualidade e Quantidade do RNA total

A quantidade de RNA total foi analizada por espectofotometro de leitura ultra
violeta (GeneQuant II- Pharmacia Biotech[l), com leitura realizada na faixa de 280 e 260
nm. Foram consideradas amostras para inclusao no estudo, aquelas com absorbancia
entre 0,1 e 1,0 e ratio (280 e 260 nm) entre 1,6 -2,0. A qualidade do RNA foi analizada
por equipamento Bioanalizer Agilent 2100 através de separacao eletroforética utilizando
kit LabChip RNA6000 (Agilent[]). Foram consideradas amostras de boa qualidade

aquelas que mantinham relagao 285/18S entre 1,6-2,0.

3.3.4 Amplificacio do RNA mensageiro (mRNA)

Para os experimentos de microarray, os RNAs mensageiros foram amplificados
em uma etapa (Figura 1). A partir de 1 pg de RNA total, na presenca de oligo dt(24) T7
(5’-AAA CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG CGC TTT

TTT TTT TTT TTIT TTT TTIT TTT-3) e de um iniciador " template switcher” ( 5- AAG
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CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG-'3), as amostras foram submetidas a
transcricdo reversa. A utilizacdo do oligo dT(24)T7 permite a introdugdao da regiao
promotora do gene da RNA polimerase no cDNA obtido apds a transcrigao reversa do
RNA total. O iniciador template swichter (TS) permite a extensao da cadeia molde até o
fim, através da adi¢ao de uma cauda poli G. A segunda fita de cDNA foi sintetizada na
presenca de cDNA polimerase e seguida de precipitacdo. A dupla fita de cDNA foi
submetida a transcrigao invitro na presenca de RNA polimerase Phago T7. Além dos
nucleotideos necessarios, foi adicionado um nucleotideo modificado (aminoalil_dUTP)
que permite a marcacao do RNA amplificado (aRNA) com os corantes Cy3 ou Cy5
numa etapa posterior®450. Para amplificacgdo do mRNA, foi utilizado somente um

round de reagao.
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Figura 1- Ilustracao do método utilizado para amplificagado de mRNA
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3.4. Método de Microarray

As laminas de microarray utilizadas neste projeto foram preparadas por NIAID
Microarray  Facility, NIH, Estados Unidos. Estas laminas contém impressos
oligonucleotideos de 70 mers correspondentes a 22.000 genes humanos sintetizados por
Qiagen/Operon (Estados Unidos).

Antes da realizagao da hibridagao, a quantidade de RNA antisenso amplificado
foi analizado por espectofotometro de leitura ultra violeta (GeneQuant II- Pharmacia
Biotech) e a qualidade do RNA foi analizada por equipamento Bioanalizer Agilent 2100
através separacao eletroforética utilizando kit LabChip RNA6000 (Agilent).

Para cada experimento de hibridacao, foi utilizada uma amostra-referéncia
comum. Esta amostra-referéncia foi obtida a partir de um pool de RNA de todas as
amostras utilizadas nos experimentos. Os aRNAs marcados com Cy3 (amostra) e Cy5
(amostra-referéncia) sao misturados e utilizados conjuntamente na hibrida¢ao a uma
lamina de microarray. Apds lavagem, as laminas foram escaneadas utilizando o scanner
de microarray GenePix 4000B (Axon Instruments). Os valores de expresao génica foram
obtidos pelo software GenePix Pro 6.0 (Axon Instruments). Estes foram importados

para sofwares de andlise de dados de expressao obtidos por microarrays (Figura 2).

3.4.1. Escaneamento das laminas de Microarray:

Utilizando o aparelho Scanner Axon 4000B (Axon Instruments -Molecular
Devices[]), as laminas foram escaneadas com leitura realizada com resolucao de 10um,
cujas imagens podem ser vistas na Figura(3A e 3B). Este equipamento captura
intensidade luminosa de comprimentos de onda, 532nm para o canal verde e 633nm
para o canal vermelho em cada spot. A leitura gerou dois arquivos com imagens

separadas para cada canal (Cy3 e Cy5) e uma imagem com os dois canais sobrepostos.
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Figura 2. Representagao esquematica de um experimento de microarray
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Figura 3. A) Imagem de uma lamina de microarray apds escaneamento com 10pum em Scanner Axon 4000B
( Axon Instruments -Molecular Devicesl]). B) Imagem aumentada de um bloco de aproximademante 400

genes.

A) B)
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3.4.2. Filtragem dos dados gerados

As imagens obtidas pelo Scanner foram transformadas em dados numéricos por
meio do programa GenePix Pro 6.0. Este programa converte as imagens capturadas
pelo scanner nos dois canais (verde e vermelho). A intensidade dos spots é medida e
uma tabela com a intensidade e ruido de fundo(background) foi gerada. Uma vez
adquiridos, os arquivos foram submetidos ao mAdb parray Center Home-Nacional

Cancer Institute/ National Institute of Health (http://nciarray.nci.nih.gov/). A andlise foi

realizada, utilizando o software BRB Array Tools (versao 3.7.0) desenvolvido pelos Drs.
Richard Simon e Amy Peng Lam (http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html).

Os seguintes critérios de filtragem foram utilizados: diametro de spots entre 10 e
300um, valores de intensidade menor que 50 (canal verde) e menor que 20(canal
vermelho) em ambos canais apds subtragao do “background”, spots sem sinal e genes
encontrados, em pelo menos, 50% das laminas de array. Os valores minimos de
intensidade de cada canal foram determinados baseando-se na expressdo de 190

controles negativos contendo sequéncias randomicas nao humanas.

3.4.3. Normalizacao da expressdo génica
Durante a execuc¢ao da técnica de microarray, a normalizagdo € necessdria para
retirar variagdes sistematicas que ocorrem durante a execugao da técnica. O ajuste das
intensidades de hibrida¢des permitiu que a andlise comparativa entre laminas pudesse
ser feita, garantindo melhor significado biologico dos resultados. Isso se deve a algumas
razoes proprias do experimento que incluem: quantidades diferentes de RNA entre
amostras, variagao na incorporagao dos corantes, variagao na quantidade de ruido de
fundo (background) gerado pela deposigao de corantes na lamina de array®-%.
Como a amostra do paciente foi marcada com Cy3 (que é representada
posteriormente pela luz verde artificial) e a amostra referéncia, representada pelo pool
de RNAs dos pacientes, marcada com Cy5 (representada posteriormente pela luz

vermelha), o valor de expressao de determinado gene em relacao a referéncia foi
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calculado da seguinte forma: calculamos a razao G/R, sendo G o valor de intensidade
do canal verde e R o valor de intensidade do canal vermelho para um dado gene,
seguido de transformacao logaritma de base 2 desta razdo. Desta forma, o valor de
expressao (T) de determinado gene (i) em dada amostra, em relagao a referéncia, foi
dada por:

Ti=Log2> Gi/Ri

O Log: da razao das intensidade do Cy3 e Cy5, gerou um espectro continuo e
linear de valores. Desta forma, se o valor de expressao T: de um gene i na amostra n for
igual ao valor de expressao Ti da amostra referéncia, teremos uma razao de 1, com o
respectivo Log2 (1)=0; se o gene for duas vezes mais expresso na amostra, a razao sera 2
e Log2(2)=1; e para duas vezes mais expresso na referéncia, a razao sera ¥z e Log2 (1/2)= -
160,

Para normalizacao das intensidades obtidas, utilizamos o método de
normalizacao Lowess (Locally weighted linear regression). Este método minimiza o efeito
decorrente da intensidade, calculando um fator de ajuste por regressao linear
ponderada local. Desta forma, calcula-se os dados centralizados, representados por log
(R/G) menos o fator de ajuste. Estes dados centralizados deverao estar em torno do zero
do eixo das ordenadas [log: (R/G)]. Desta forma, os dados foram normalizados em
relacdo a mediana do logaritmo da razao das intensidades de ambos os canais (verde e
vermelho) de expressao génica de cada lamina, tornando as laminas comparaveis entre
si (Figura 4).

O grafico do tipo MA plot é utilizado para visualizagdao dos dados brutos de
microarray, sendo M (eixo y) o logaritmo da razao da intensidade (Log2(Ri/Gi)) e A (eixo
x) a média dos logaritmos de intensidade [(Log Ri + LogGi)/2 ]. Os graficos A
demonstram dados de expressao obtidos de trés laminas antes da normalizacgao e os
graficos B, da figura 5 demonstram dados obtidos das mesmas trés laminas apds
normalizacdo com método Lowess, j& com as devidas correcdes de variagOes
sistemdticas em funcdo das intensidades. Como se pode ver no exemplo ilustrado, o

grafico MA permite verificar que a dispersdao aleatdria da razao R/G pode variar
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conforme a intensidade de emissao de sinal do spot. Apds a normalizagao dos dados,

este viés é corrigido(Figuras 4 e 5)
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Figura 4. Graficos do tipo box-plot mostrando o Logaritmo da razao entre as intensidades do

canal verde (Cy3) e canal vermelho (Cy35) de oito laminas de microarray antes e apds o

procedimento de normalizagao. Apds a normalizagao, as medianas do sinal de cada lamina

estdo mais proximas, tornando-as comparaveis entre si.
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Figura 5: A)Gréfico do tipo MA plot de

normalizagao.
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Figura 5:B) Grafico do tipo MA plot de trés laminas de microarray apds a normalizagao.
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3.5 Métodos estatisticos

3.5.1. Métodos estatisticos para analise de dados clinicos

Para a andlise de sobrevida, utilizamos o método de Kaplan-Meier e teste de Log-
rank. O modelo Proporcional de Cox foi utilizado para identificar fatores de risco
independentes para a sobrevida geral dos pacientes transplantados, revisados por Klein
et cols®. As variaveis incluidas no modelo foram aquelas cuja significancia foi < 0,10 na
analise univariada. Para estas analises foi utilizado o Software SPSS 10.0.

Os dados demograficos e as caracteristicas clinicas nos dois grupos (com aGVHD
e sem aGVHD) foram comparados utilizando teste t de Student ou Teste de Mann-
Whitney para varidveis continuas. O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar

dados categoricos.

3.5.2. Método estatistico para geracao e validacao do classificador molecular

Anadlises dos dados brutos foram realizados utilizando o BRB Array Tools

desenvolvido por Richard Simon e Amy Peng Lam (http://linus.nci.nih.gov/BRB-

ArrayTools.html). Para classificar as amostras baseados no perfil de expressao,

utilizamos ferramentas de predicdo de classes, que incluiram sete métodos
multivariados de classificacdo com validacao cruzada dos resultados e o uso de
recursive features elimination. Os métodos foram: compound covariate predictor, diagonal
linear discriminant analysis, 1- and 3-nearest neighbor predictor, nearest centroid predictor,
support vector machine e Bayesian compound covariate predictor.

Para prevenir um classificador com sobre-ajuste ou over-fitting, nds estimamos o
erro do preditor para cada modelo usado, utilizando a validacao cruzada do tipo Leave-
one —out cross-validation como descrito por Simon e cols®. Para cada cendrio de treino
(training set), o modelo inteiro foi construido e repetido, incluindo o processo de selecao
dos genes.

Nos dividimos o grupo de 89 pacientes em: grupo treino (N=67) e grupo teste

(N=22). Para a geragao do preditor nas 67 amostras (figura 6), dividimos esta amostra
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em dois subgrupos de treino: subgrupo 1 (N=33 amostras); 18 sem aGVHD e 15 com
aGVHD, subgrupo 2 (N=34 amostras); 19 sem aGVHD e 15 com aGVHD, e esta divisao
foi realizada 10 vezes, mas preservando a proporcao de pacientes. Para cada subgrupo
de treino, utilizamos recursive features elimination, selecionando 1000 genes para a
construcao do preditor. Fizemos a interseccao destas duas listas, repetindo dez vezes e
gerando dez listas diferentes. Estas dez listas foram submetidas a intersecgao
novamente e uma lista definitiva de genes foi obtida compondo o preditor.

Nos também avaliamos se a taxa de erro da validazagdo cruzada para qualquer
modelo foi significantemente menor do que a esperada por uma predi¢ao randomica.
As classes (com aGVHD e sem aGVHD) foram randomicamente permutadas 1000 vezes
e o processo de predigao repetido.

Entre os sete métodos estatisticos, nds consideramos apenas os resultados que
produziam uma permutacdo com valor de p<0,001. Para a classificagio de amostras,
consideramos classificaveis pelo nosso método, aquelas que possuiam concordancia em,
pelo menos, seis métodos. Amostras com concordancia em 5 métodos ou menos nao
foram classificaveis pelo nosso algoritmo, portanto, nesta situagao, nada pode-se dizer

sobre a classificacao da amostra.
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Figura 6. Representacao esquematica da selecio dos genes para preditor e teste do

Grupo Treino
(N:67)

preditor.

Lista de
genes A
Sugrupo 1(N:33)
Classe 0:18

Classe 1:15

Divisdo Interseccéo }
; 10 listas
02 subgrupos Listas Ae B -

(randomicamente)

Sugrupo 1(N:34)

29

Intersecgéo
das 10 listas
Classe 0:19
Classe 1:15 }
Lista de Genes do

Grupo
Treino
(N:67)

Preditor com VC*
Aplicacdo do
Classe 0: Sem GVHD agudo Preditor com VC*

Classe 1: com GVHD agudo
Grupo Teste

(N:22)

VC*: Validagado Cruzada




Casuistica e métodos 3°

3.5.3.Anadlise de genes diferencialmente expressos

Para andlise de genes diferencialmente expressos que compuseram o preditor,
utilizamos a ferramenta de comparagao de classes (class comparison tool), que permite a
selecao dos genes diferencialmente expressos e retorna a probabilidade do erro a para
cada gene, e também a probabilidade de encontrar por acaso o numero de genes
selecionados como diferencialmente expressos entre as classes no teste t univariado.
Para a selecao de genes, utilizamos o limite de 10% para a taxa de descobertas falsas

(FDR, ou false discovery rate)®® .

Para o agrupamento dos genes diferencialmente expressos em relagdo aos
tecidos e linhagens celulares humanos ja publicados na literatura®), utilizamos os

dados do SymAtlas disponivel no site http:// wombat.gnf.org/SymAtlas/. O método de

clusterizacao utilizado foi a distancia Euclidiana e average linkage que ¢ uma andlise

implementada no software MeV (http://www.tm4.org/mev.html.®®
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3.6. Analise funcional dos genes: a busca em banco de dados

Para a anotagao funcional dos genes diferencialmente expressos, utilizamos um
algoritmo disponivel no programa ExPlain (BIOBASE, Germany), disponivel no site

http://www.biobase-international.com/pages/index.php. O algoritmo testa o

enriquecimento de categorias do Gene Ontology dentro de nossa lista®. Esta andlise é
realizada para cada grupo funcional separadamente. A significancia escolhida foi
p<0,01 bicaudal. Para corre¢ao de teste de multiplas hipoteses, o algoritmo utiliza o
método de Benjamini/Hochberg®®.

Para verificar a existéncia de conexdes, ou redes de comunicagao bioquimica,
entre genes sub-expressos ou super-expressos nas amostras de pacientes que evoluiram
para aGVHD, nés utilizamos o software Ingenuity Pathaway Analisys, disponivel no

site : http//: www.ingenuity.com.
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4. Resultados
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4.1. Caracteristicas dos pacientes

- Pacientes da UNIFESP:

No periodo de 05/2004 a 08/2007 foram encaminhados ao Setor de Transplante de
Medula Ossea da Disciplina de Hematologia da UNIFESP, 53 pacientes .

Do total de 53 pacientes recrutados, 07 (13,2%) foram excluidos pela presenca dos
seguintes critérios de exclusao: 02 nao aceitaram participar do estudo, 01 paciente com
leucemia mieldide aguda refratdria recuperou apds transplante com doenca em
atividade, 01 paciente com linfoma do manto faleceu de sepse por Psedomonas aeruginosa
no D+12 apods transplante, 01 paciente falaceu de meningite bacteriana no D+24 , 01
paciente faleceu de pneumonite por citomegalovirus no D+66, 01 paciente teve enxertia
medular com emergéncia de GVHD hiperagudo no D+14. Foram entao incluidos 46

pacientes (86,7% dos casos) da UNIFESP.

- Pacientes de outra institui¢ao: Hospital Santa Marcelina:

Adicionalmente aos pacientes da UNIFESP, foram ainda recrutados 50 pacientes
do Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital Santa Marcelina, que
obedeceram aos mesmos critérios de selecao.

Do total de 50 pacientes recrutados entre 05/2004 a 08/2007, 43 (86%) pacientes
foram incluidos no estudo. Foram excluidos 07 (14%) pela presenga dos seguintes
critérios de exclusao: 01 nao aceitou participar do estudo, 01 paciente com leucemia
mieloide aguda faleceu de doenga veno-oclusiva hepatica no D+14 apds transplante, 01
paciente com Linfoma de Hodkgin recidivado apds transplante autélogo de medula
Ossea foi submetido a transplante alogénico e faleceu de sepse no D+9 apds transplante,
01 paciente com anemia aplastica grave faleceu de sepse secundaria a foco pneumonico

no D+12 apos transplante, 01 paciente faleceu no D+68 por aspergilose pulmonar, 01
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paciente faleceu de choque séptico no D+52, 01 paciente teve enxertia medular e

emergencia de GV HD hiperagudo.
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Figura 7: Distribuicao dos 89 pacientes incluidos de acordo com o Hospital e o tipo de

doenca.
16 15 B Hospital Sao Paulo
» B Hospital Santa Marcelina

AAG HPN LBA LH LLA  LMA LMC LNH MM  SMD

AAG -Anemia Aplastica Grave;, HPN - Hemoglobintria Paroxistica Noturna; LBA- Leucemia
Bifenotipica; LH -Linfoma de Hodgkin ; LLA —Leucemia Linféide aguda; LMA —Leucemia Mieloide
Aguda; LMC-Leucemia Mieldide Cronica; LNH — Linfoma Nao Hodgkin; MM-Mieloma Multiplo; SMD —

Sindrome Mielodisplasica
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4.2. Impacto da ocorréncia de aGVHD e de fatores que interferiram na sobrevida

geral ao final do primeiro ano

Neste estudo envolvendo 89 pacientes de dois centros de transplante, com um
seguimento mediano de 13,8 meses (1,2 - 42,6), 40 (44,8%) pacientes desenvolveram
aGVHD ( grau I-IV). A emergéncia de aGVHD ocorreu com uma mediana de 33 dias
(19 - 88 dias) apds o transplante, com a seguinte frequéncia baseada na Escala de
Gluksberg: 04 pacientes tiveram GVHD Grau I (4,5%), 19 pacientes tiveram Grau II
(21,3%), 14 tiveram Grau III (15,7%) e 03 tiveram Grau IV (3,3%).

Destes 40 pacientes, 20 (50%) pacientes foram submetidos a bidpsia de tecido
para confirmagao diagnodstica de aGVHD, sendo 16 biopsias de pele, 03 intestinais e 01
hepatica. As caracteristicas clinicas dos pacientes que tiveram e nao tiveram aGVHD
sao mostradas na Tabela 1 e os dados brutos encontram-se no anexo 2.

A probabilidade de sobrevida geral aos 12 meses foi 75% para o grupo de
pacientes com auséncia de aGVHD ou aGVHD Grau I contra 44% dos pacientes que
tiveram aGVHD Grau II-IV e foi estatisticamente significante ( p<0,0001).

Para testar o impacto de varidveis na sobrevida geral ao final de 12 meses, nos
realizamos andlise univariada e multivariada com as seguintes varidveis: GVHD
agudo, GVHD cronico, risco da doenca de base e regime de condicionamento,
incompatibilidade ABO), cujos resultados sdo apresentados na tabela 2.

Na andlise univariada, aGVHD (p<0,001) e doenga de alto risco (p=0,010) foram
fator de risco para menor sobrevida, enquanto GVHD cronico foi fator de risco para
maior sobrevida (p<0,0001) ao final de 12 meses de seguimento. A andlise multivariada
demonstrou que pacientes com diagnostico de aGVHD tem maior risco de morrer ao
final do primeiro ano (p=0,002 Risco Relativo=3,2), enquanto que pacientes com
diagndstico de GVHD cronico tinham menor chance de morrer ao final do primeiro

ano(p<0,0001 Risco Relativo=0,17), demonstrando que aGVHD e cronico sao fatores
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independentes para menor e maior sobrevida ao final do primeiro ano,

respectivamente.
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Tabela 1: Caracteristicas Clinicas dos pacientes.

aGVHD (N:40) Sem aGVHD (N:49) p
Mediana de idade 43(17-69) 37(16-63) 0,52
Incompatiblidade de sexo
(F-M) 9 9 0,18
Risco da Doenca
Nao Maligna 1 5 0,23
Baixo Risco 13 22 0,54
Intermedidrio 4 5 0,99
Alto Risco 22 17 0,25
Incompatibilidade ABO,
sim 6 14 0,31
Profilaxia de GVHD
CSA+ MTX 36 43 0,98
CSA+MMF 4 6 0,99
Tipo de transplante
Mieloablativo 33 37 0,87
Toxicidade reduzida 7 12 0,61
Regime de
Condicionamento
Baseado em TBI 5 4 0,72
Baseado em Bussulfan 24 32 0,86
Outros 11 13 0,99
Fonte de Células
Periféricas 32 34 0,74
Medula Ossea 8 15 0,48
Infeccao Por CMV 16 13 0,39
Mediana de Enxertia
Medular (dias) 14(10-20) 14(10-29) 0,30
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Figura 8: Grafico de sobrevida geral dos pacientes estratificados segundo a

graduacao de aGVHD.
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Tabela 2. Analise Univariada e Multivariada de Cox para a sobrevida geral ao final

do primeiro ano de seguimento.

Fator de Risco Analise univariada Analise Multivariada
p p RR IC (95%)
GVHD agudo II-IV vs Grau 0-1 <0,0001 0,002 3,2 1,5-6,7
GVHD crodnico vs Néao <0,0001 <0,0001 0,17 0,08-0,36
Doenga alto risco vs outros 0,010 0,56 - -
Mieloablativo vs Toxicidade reduzida 0,55 -—-- - -
Incompatibilidade ABO vs nao 0,08 0,19 - -

RR: risco relativo IC: intervalo de confianca



Resultados *1

4.3 Identificacao dos genes que compdem o preditor de aGVHD e teste do preditor

4.3.1. Identificacao dos genes do preditor

Sabendo do impacto do diagnoéstico de aGVHD na sobrevida geral,
principalmente quando estao presentes estadios clinicos de moderado a grave (grau II-
IV)®), surgimento de aGVHD hiperagudo®), auséncia de resposta a terapia
imunossupressora baseada em corticdides®?, nds buscamos um perfil de expressao
génica que pudesse predizer, no momento da enxertia medular, quais os pacientes que
evoluiriam para aGVHD ou nao. Para responder futuramente outras perguntas de
grande interesse clinico, como a capacidade de predizer graduagao ou refratariedade,
nos buscamos primeiramente saber, neste estudo, a capacidade deste modelo em prever

a ocorréncia ou nao da reagao aloimune.

Para a andlise, dividimos nosso grupo em treino (N:67 amostras) e teste (n:22
amostras). Utilizamos as amostras treino para construir o preditor e o aplicamos com
validagao cruzada em ambos os grupos.

Para a constru¢ao do preditor, dividimos conforme ilustracao da figura 6, o
grupo treino composto de 67 amostras em dois subgrupos dez vezes. Para cada divisao
aleatdria foi criado um subgrupo de 33 amostras (18 sem aGVHD e 15 com aGVHD) e
outro com 34 amostras (19 sem aGVHD e 15 com aGVHD ), mantendo sempre a
proporcao de pacientes com e sem aGVHD. Uma vez criados estes subgrupos, e
sabendo que passaram pelos critérios de filtragem cerca de 3863 genes, utilizamos
recursive features elimination com 1000 genes. Para cada subgrupo, geramos uma lista de

genes com N genes e fizemos a interseccao desta lista entre cada dois subgrupos,
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criando entao, 10 listas de genes. Para a construgao final do preditor, escolhemos genes
que apareciam em pelo menos 50% das listas de genes.

Desta forma, o nosso preditor foi construido com 233 genes (anexo 3).

4.3.2. Teste do preditor

Como nao ha consenso sobre o melhor algoritmo matematico para predicao de
classes e o uso de de multiplos algoritmos aumenta a confianga e a validade dos
resultados®, usamos 7 diferentes métodos, assim como a validagao cruzada do tipo
“leave-one-out”.

Para verificar a capacidade de nosso classificador em predizer aGVHD, noés o
testamos no grupo treino com validagao cruzada to tipo leave-one-out. Utilizando as 67
amostras, o preditor foi capaz de classificar 54 amostras (80,5%), sendo 24 amostras de
aGVHD e 30 amostras de ndao-aGVHD. Treze amostras nao puderam ser classificadas
pelo nosso algoritmo por nao estarem em concordancia em pelo menos seis métodos
estatisticos. Assim, nas 54 amostras, o preditor molecular teve sensibilidade de 87,5%,
especificidade 93,3%, acurdcia 90,7%, como demonstra a tabela 3.

Para que um teste diagnostico tenha validade externa, é necessario que o mesmo
fornega resultados comparaveis, quando aplicado por equipes diferentes, em ambientes
diferentes, ou em pacientes diferentes, ou se os testes forem repetidos. Para testar a
robustez e a aplicagao geral de nosso preditor molecular composto por 233 genes, nos
testamos em um grupo independente de 22 amostras, utilizando valida¢do cruzada do

tipo leave-one-out.
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Nesta amostra independente, o preditor foi capaz de classificar 07 amostras de
aGVHD e 09 amostras de nao-aGVHD, com sensibilidade de 71%, especificidade de
78% com acurdcia de 75%, como demonstra a tabela 3. Seis amostras nao puderam ser
classificadas por nosso algoritmo.

Com esta estratégia, 78,6% (N=70) das amostras puderam ser classificadas pelo
nosso algoritmo e 19 amostras (13 amostras do grupo treino e 6 amostras do grupo
teste) ficaram sem classificacao.

Na figura 9 e nos anexos 4 e 5, podemos ver todas as amostras utilizadas neste
estudo e a classificagdo das amostras de aGVHD e sem aGVHD no grupo treino e teste

segundo acertos em cada um dos 07 algoritmos de predigao.



Quantidade de acertos em 7 diferentes
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Tabela 3: Desempenho do preditor no grupo treino e teste apods exclusao de amostras

inclassificaveis.
GRUPO TREINO GRUPO TESTE
aGVHD + aGVHD - aGVHD + aGVHD -
Acerto 21 28 5 7
Erro 3 2 2 2
Total 24 30 7 9
Sensibilidade Especificidade Acuracia Sensibilidade  Especificidade Acuracia
87,5% 93,3% 90,7% 71% 78% 75%

algoritmos de classificacéo

Figura 9: Classificacio de amostras de aGVHD e sem aGVHD no grupo treino e teste

segundo acertos em cada um dos 07 algoritmos.
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4.4 Anadlise dos genes diferencialmente expressos

Para melhor entender o papel funcional dos genes e a biologia dos eventos
precoces que acontecem antes da emergeéncia clinica de aGVHD, buscamos os genes
diferencialmente expresssos entre os dois grupos de pacientes. Utilizamos para isto
uma ferramenta chamada comparagado de classes.

A partir dos 233 genes presentes no preditor (anexo 3), nds aplicamos a
comparagao de classes, utilizando um limite de 10% para a taxas de descobertas falsas
(FDR - false discovery ratio). Deste total de genes, obtivemos 70 genes, sendo que 54
estavam super-expressos no grupo com aGVHD e 16 sub-expressos no mesmo grupo
como pode ser visto no anexo 6.

No anexo 6 consta uma tabela com os 70 genes diferencialmente expressos.
Nesta tabela, a coluna que demonstra a relagao entre as médias geométricas das duas
classes significa que um valor menor que 1 indica expressdao maior no grupo de
aGVHD, enquanto um valor maior que 1 indica expressao maior no grupo sem aGVHD.
Deste ponto em diante, todas as vezes que citarmos genes super ou sub-expressos
estaremos nos referindo ao grupo com aGVHD.

Na figura 10 podemos observar um heatmap dos genes super e sub-expressos.
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Figura 10: Heatmap dos genes diferencialmente expressos entre amostras dos pacientes que evoluiram

ou nao para aGVHD. Coluna representa amostras de pacientes e linha representa os genes. Os genes

foram agrupados baseado no padrao de expressao de todas as amostras, utilizando distdncia Euclidianae

average linkage. As amostram foram agrupadas de acordo com sua caracteristica clinica e organizadas

arbitrariamente dentro dos grupos.
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4.5. Anotacao funcional dos genes diferencialmente expressos

Classificagdo de genes baseado em termos do Gene Ontology (GO) é uma
ferramenta atualmente usada para andlise de listas de genes provenientes de
experimentos de microarray. A analise automatica de anotacao funcional dos termos GO
permite a identificacdo de familias funcionais de genes que possam desempenhar
papéis importantes relacionados a processos bioldgicos ou moleculares em
determinados perfis de expressao®.

O conjunto de genes diferencialmente expressos (70 genes do total de 233 genes)
foi submetido a andlise através do programa ExPlain BIOBASE, que realiza buscas em
varios bancos de dados e fornece anotagao funcional para cada grupo de genes.

Desta forma, fizemos uma busca utilizando o banco de dados do Gene Ontology
(GO), o qual disponibiliza um vocabuldrio controlado para descrever cada gene e o
produto dos genes para qualquer organismo. Os trés parametros para a organizac¢ao do
banco GO sao fungao molecular, processos bioldgicos e componente celular. Agrupando
os genes baseados na similaridade de anotagao funcional pode-se melhorar a
interpretacdo biologica de listas de genes geradas pela técnica de microarray. O
programa verifica quais os termos GO (chamados também de categorias) sao
estatisticamente enriquecidos na lista de interesse em comparagao com o genoma total.

Os 70 genes diferencialmente expressos em pacientes com aGVHD foram
divididos em dois grupos para andlise funcional: 54 genes super-expressos e 16 genes
sub-expressos no periodo precoce de aGVHD.

Esta andlise demonstrou que o conjunto de genes super-expressos tinha 29
categorias funcionais enriquecidas (19 de processos bioldgicos e 10 de funcao
molecular), sendo que alguns genes se encaixavam em mais de uma categoria, como
pode ser visto nas tabelas 4 e 5.

Quanto a termos de processos bioldgicos, as pricipais categorias nos 54 genes

super-expressos foram: resposta de defesa a bactéria, transporte de gases, metabolismo
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de hemoglobina, hematopoese, transdu¢do de sinal e metabolismo de
neutrotransmissores (Tabela 4).

Com relagao a fungao molecular do grupo de 54 genes, os resultados consistem
em: interagao com bactéria, atividade de transportador de oxigénio, ligador de heme,
constituinte estrutural do citoesqueleto, atividade de transdutor de sinal, atividade de
peroxidase, atividade de oxi-redutase (Tabela 5).

Aqui, notamos que varias moleculas (DEF4, RNASE3, CTSG, BPI) pertenciam a
um grupo de moléculas chamadas alarminas, recentemente descritas por Oppenheim e
cols®. Estas moléculas, liberadas diante de sinais de perigo, como lesao tecidual ou
presenca de microorganismos, serao discutidas mais detalhadamente, pois sao
responsaveis pela interagao entre mecanismo inatos e adaptativos da resposta imune.

A andlise dos 16 genes sub-expressos demonstrou o enriquecimento de 26
categorias (23 de processos bioldgicos e 03 de funcao molecular), sendo que alguns
genes também se encaixavam em mais de uma classe, como pode ser visto nas tabelas 6
e’.

Quanto as classes de processos bioldgicos, os 16 genes sub-expressos se
agruparam em: geracao de calor, regulacdo da proliferacdo celular, resposta
inflamatdria, resposta de defesa, formacao de estrutura anatomica, regulacdo da
atividade de fator de transcrigao, regulagao de ligagio do DNA, regulacdo da cascata
de I-kappaB kinase/NF-kappaB (tabela 6).

Quanto a classe fungao molecular, os 16 genes se agruparam em ligador do
receptor de IL-1, atividade de doador de elétron e atividade de citocina (tabela 7).

No6s também checamos se dentro dos grupos de genes super e sub-expressos
formavam-se redes de comunicagdes bioquimicas conforme dados da literatura. Para
esta analise, nos utilizamos o software chamado Ingenuity Pathway Analisys®. Nos
nao encontramos nenhuma rede representativa no grupo de genes super-expressos, mas
muitos dos genes sub-expressos mostram-se conectados entre si na via do NF-«B/p38
MAPK (tigura 11). Nesta via, IL-1 via RIPK2, ativa NF-«B que ativa alguns genes-alvo

encontrados em nossa lista (F3, PTGS2). Outros genes sao também ativados pela IL-1



Resultados 49

como NAMPT, NR4A3, KLF5. Podemos observar também um mecanismo de feedback
nesta rede entre IL-1 e NF-4B e entre PTGS2 e NF-«B.
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Tabela 4. Analise funcional do grupo de genes super-expressos segundo

envolvimento em processos bioldgicos baseada no Gene Ontology (GO).

0

Identificador Simbolo Termo Tamanho Numero valor
no GO do Gene no GO do grupo de Genes p
G0:0015669 CA2, SEgB_Tl’ transporte de gas 19 3 3.54E-05
G0:0020027  ALAS2, ERAF TETE DOIED € 6 2 0.00017
Hemoglobina
GO:0007009 AGRIN, MyH1Q Dl0genese e organizacdo 13 2 0.00087
da membrana plasmatica
GO0:0006783 ALAS2, HMBS biossintese de Heme 14 2 0.00102
G0:0015671 GLOB-T1, HBD transporte de oxigénio 16 2 0.00134
G0:0042168 ALAS2, HMBS Metabolismo de Heme 18 2 0.00170
G0:0042417 MAOA, SNCA Metabolismo de Dopamina 18 2 0.00170
G0:0006779 ALAS2, HMBS Biossintese de Porfirina 21 2 0.00232
G0:0033014 ALAS2, HMBS Biossintese Tetrapirrdlico 21 2 0.00232
G0:0006778 ALAS2, HMBS Metabolismo de Porfirina 28 2 0.00411
GO:0006584  MAOA, SNCA Metabolismo 29 2 0.00441
Catecolaminas
. BPI, DEFA4, Resposta de defesa a
G0:0042742 RNASE3 bactérias 99 3 0.00472
AGRIN, CASR,
G0:0007165 GDF15, MYH10, Transducdo de Sinal 3996 6 0.00726
PSCD1, STK38L
; ALAS2, ERAF,
GO:0030097 SPTA1, TRIM10 Hematopoese 225 4 0.00730
G0:0042133  MAOA, SNCA Metabolismo de 38 2 0.00749
Neutrotransmissor
. BPI, DEFA4, -
G0:0009617 RNASE3 Resposta a bactérias 118 0.00768
G0:0046148 ALAS2, HMBS Biossintese de pigmentos 40 0.00828
BPI, CRISP3,
. DEFA4, ELA2,
G0:0006952 MPO, RNASE3, Resposta de defesa 702 7 0.00956
TFF3
ADAMTS?2,
AGRIN, ALAS2,
ALOX15B,
CASR, ERAF, desenvolvimento de
G0:0048513 MYH10, orados 1472 11 0.00985
POUGF1, 9
SPTA1,
TMEM1768B,

TRIM10
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Tabela 5. Analise funcional do grupo de genes super-expressos segundo sua funcao

molecular baseada no Gene Ontology (GO).

Identificador Simbolo Termo Tamanho Numero valor
no GO do Gene no GO do grupo de Genes P
G0:0008367 BPI, ELA2 Interacdo com bactérias 11 2 0.0005
EOMNIEE @O, e DovieEd ae IR nepeiEalr el 16 2 0.0011
oxigénio
GLOB-T1,
G0:0020037 HBD, MPO, ligador de Heme 160 4 0.0015
TMOD1
G0:0004522 CASR, RNASE3 atividade de ribonuclease 21 2 0.0019
. AGRIN, constituinte estrutural do
G0:0005200 MYH10, SPTA1 citoesqueleto 22 3 0.0029
GO:0004871 AGRIN, CASR ~ 2fvidade de transdutor de 2685 2 0.0065
G0:0051015 MYH10, SPTA1 ligador defilamento de actina 41 2 0.0071
G0:0004601 MPO, TMOD1 atividade de peroxidase 42 2 0.0074
G0:0016684 MPO, TMOD1 atividade de oxiredutase 42 2 0.0074
G0:0019825 GLOB-T1, HBD ligador de oxigénio 42 2 0.0074
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2

Tabela 6. Analise funcional do grupo de genes sub-expressos segundo envolvimento

em processos bioldgicos baseada no Gene Ontology (GO).

Identificador Simbolo Termo Tamanho Numero valor
no GO do Gene no GO do grupo de Genes P
GO:0001660 IL-1beta, IL1A Febre 2 3 3.09E-06
G0:0031649 IL-1beta, IL1A Geracao de calor 2 6 1.54E-05
IL-1beta, IL1A,
G0:0008283 KLF5, PBEF1, Proliferacao celular 6 869 0.00015
PTGS2, RIPK2
IL-1beta, IL1A, g g lacio da proliferacio
GO:0042127  KLF5, PBEF1, G o S 5 557 0.00019
PTGS2
F3, IL-1beta,
G0:0009611 IL1A, PTGS2, Resposta a agressao 5 562 0.00020
RIPK2
GO0:0006953 IL-lbeta, IL1IA Resposta de fase aguda 32 0.00050
) IL-1beta, IL1A, . .
G0:0006954 PTGS2, RIPK2 Resposta inflamatéria 375 0.00050
FBXL4, IL-
GO0:0006952 lbeta, IL1A, Resposta de defesa 5 702 0.00056
PTGS2, RIPK2
Regulacao positiva de
G0:0051091 IL-1beta, RIPK2 atividade de fator de 2 36 0.00063
transcricao
GO:0043388 IL-1beta, RIPK2  Legulacdo positiva de 2 38 0.00070
ligagao ao DNA
G0:0051099 IL-1beta, RIPK2 Reg“'aﬁ?goaggg't'va de 2 41 0.00082
GO:0048646 IL-1beta, KLF5, Formacgao Qe gstrutura 3 197 0.00104
NR4A3 anatomica
F3, IL-1beta, Resposta a estimulo
G0:0009605 IL1A, PTGS2, P 5 853 0.00136
externo
RIPK2
GO:0051090 IL-1beta, RIPK2 ~egulagao da atividade 2 61 0.00181
de fator de transcricao
GO:0000074 IL-1beta, IL1A, Regulagag de progressao 3 246 0.00197
PTGS2 do ciclo celular
GO:0051101 IL-1beta, RIPK2 reg“'agaOE;ﬁA“gagao e 2 70 0.00238
GO:0008285 IL-1beta, IL1A, Regul_agao Qegatlva de 3 268 0.00251
PTGS2 proliferagao celular
G0:0051098 IL-1beta, RIPK2 Regulagao de ligagao 2 90 0.00391
Regulagao positiva da
G0:0043123 IL-1beta, RIPK2 cascata de I-kappaB 2 103 0.00508
kinase/NF-kappaB
F3, FBXL4, IL-
G0O:0006950 lbeta, IL1A, Resposta ao stress 6 1712 0.00563
PTGS2, RIPK2
Regulacao da cascata de
G0:0043122 IL-1beta, RIPK2 I-kappaB kinase/NF- 2 110 0.00578

kappaB
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Resposta inflamatoria
aguda

Cascata de I-kappaB
kinase/NF-kappaB

GO:0002526 IL-1beta, IL1A 2 123 0.00718

G0:0007249 IL-1beta, RIPK2 2 145 0.00986
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Tabela 7. Analise funcional do grupo de genes sub-expressos segundo sua funcao

molecular baseada no Gene Ontology (GO).

Identificador Simbolo Termo Tamanho Numero valor
no GO do Gene no GO do grupo de Genes P
G0:0005149 IL'I}_t{ita' ligador do receptor de IL-1 2 15 9.47E-05
: NDUFS7, atividade de doador de
G0:0009053 PTGS2 elétron 2 18 0.00013
G0:0005125 IL-1beta, atividade de citocina 3 257 0.00186

IL1A, PBEF1




Resultados

Figura 11. Rede de comunicacao bioquimica da via NF-kB/p38 MAPK entre genes

sub- expressos.

Genes coloridos sao aqueles encontrados na nossa lista de genes sub-expressos;

linha sélida- interagao/ligacao direta; linha tracada — regulacao de expressao
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4.6. Agrupamento dos genes diferencialmente expressos segundo expressio em

diferentes tipos celulares e tecidos humanos.

O objetivo desta andlise foi tentar entender a origem celular dos genes
encontrados diferencialmente expressos em nossos pacientes, uma vez que nao usamos
s0 um tipo determinado de células e varios tipos celulares poderiam contribuir para a
expressao génica. Para tal, nos utilizamos informagoes de expressao génica obtidas de
varios tecidos e tipos celulares de tecidos humanos publicados recentemente®”. Tecidos
e linhagens celulares utilizadas nesta analise estao no

site:http://wombat.gnf.org/samples/GeneAtlasv2 sample info.html#human. Este

trabalho realizado por Su e colaboradores explorou a expressao génica de 49.859
transcritos em tecidos e linhagens celulares humanas e foi disponibilizado para uso da
comunidade cientifica. Para esta andlise, nos utilizamos somente tipos celulares e
tecidos relacionados ao sangue e células do sistema imune.

Utilizando os simbolos génicos, realizamos o mapeamento dos nossos 70 genes
diferencialmente expressos em relacdao as informagoes de expressao obtidas pelo GNF
SymAtlas.

Nesta analise, observamos 04 agrupamentos ou clusters de genes, sendo 03
grupos (grupo A,B, C ) nos genes super-expressos e 01 cluster (grupo D) nos genes sub-
expressos (Figuras 12 e 13).

Noés observamos que uma grande porcao de genes super-expressos se agruparam
predominantemente com células provenientes de medula dssea, com células de figado
fetal de 15-24 semanas e com células precursoras endoteliais e eritroide CD71, ambos
provenientes de medula dssea (Cluster A). Este cluster foi composto pelo seguintes
genes: MYH10, FLJ10252,RAD51, CDCAS, TMOD1, SPTA1, HMDS, HBQ1,ERAF, HBD,
ALAS2, TRIM10, BPI, MPO, ELA2, METTL7A,SNCA, CA2 E C21orf55.

Também no grupo de genes super-expressos observamos dois clusters menores
(B e C) associados a orgaos imunes periféricos e linfdcitos T. O cluster B foi composto

pelos seguintes genes: CRISP3, IGHGI, IFI27, MAO, TMEM176B e HPR. Os tipos de
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tecido agrupados foram: tonsilas, timo e linfonodos. O cluster C foi composto dos
seguintes genes: MTMR1, POU6F1, ETV1, PSCD1, FAMb53B e BACH2. As linhagens
celulares com os quais os genes se agruparam foram: células T CD4+ e CDG8+
provenientes de sangue periférico.

No grupo de genes sub-expressos, predominou a assinatura molecular de
células de sangue periférico (Cluster D). Este cluster foi composto pelo seguintes genes:
PTSG2, RIPK2, PBEF1 (NAMPT), CACNA2D3 e IL1B. Os tecidos e linhagens celulares
foram: sangue total, células dendriticas BDCA4+ de sangue periférico, células CD33+
(mieldide) de medula dssea, células CD14+ (mondcitos) de sangue periférico e células

CD34+ de medula dssea.
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5.1. Predicao de aGVHD como ferramenta diagndstica

Quimioterapia associada ou nao a radioterapia, seguida de infusao de células
tronco hematopoéticas é terapia curativa em varias doengas hematologicas. Células do
doador constituem uma fonte rica em células progenitoras hematopoéticas capazes de
reconstituir a hematopoese normal, embora sejam também ricas em células T CD4+ e
CD8+. Além de facilitarem a enxertia medular e desempenharem potencial efeito anti-
tumor, estas células desencadeiam a doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda®).

Doenga do enxerto versus hospedeiro é a complicagdo mais frequente apds
transplante alogénico de células tronco hematopoéticas. A emergéncia de aGVHD ¢é
associada ao aumento da morbidade e mortalidade, particularmente em pacientes que
nao respondem a terapia inicial com corticoides. A intensidade da aGVHD ¢é
clinicamente graduada de I-IV (Gluksberg), avaliando os trés principais orgaos-alvo e
a gravidade da doenca ¢ preditiva de maior morbi-mortalidade®®). aGVHD pode ser a
causa direta da morte através de lesdao de orgao-alvo ou predispondo o paciente a
imunossupressao intensa e ao desenvolvimento de infec¢oes graves. Embora aGVHD
tenha um importante papel em erradicar células malignas, GVHD permanece como
maior determinante de sobrevida, morbidade pos transplante e de qualidade de vida
dos pacientes, especialmente quando longa imunossupressao € requerida para controle
desta complicagao®®%). O impacto destes efeitos na sobrevida depende da gravidade
da aGVHD, sensibilidade ao tratamento imunossupressor e o sucesso do efeito enxerto
versus malignidade®.

A presenca de aGVHD de moderado a grave per si, confere progndstico adverso
aos pacientes, pois metade deles ndo responderdo a terapia tradicional baseada em
corticdides, e é por este motivo que se torna essencial o desenvolvimento de
ferramentas capazes de predizer e entender melhor os mecanismos bioldgicos que

culminam com este tipo de resposta imune. Diagndstico precoce de aGVHD pode
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aumentar a seguranca dos TCTH alogénicos, permitindo intervenc¢dao necessaria para
alguns, e evitando imunossupressao exagerada para outros.

Neste estudo com 89 pacientes, 40(45%) desenvolveram GVHD agudo grau I-
IV. Estes dados nao sao diferentes de dados previamente publicados quanto a
incidéncia de GVHD agudo®™, assim como o impacto de GVHD crénico na sobrevida
geral?. Nds observamos, ao final do primeiro ano, uma menor sobrevida geral em
pacientes que desenvolveram aGVHD de moderado a grave (grau II-IV) quando
comparado com pacientes que tiveram aGVHD grau 0-I. Utilizando o critério de
Glucksberg modificado, Socié e cols demonstraram que a sobrevida geral, ao final do
primeiro ano, decresce de acordo com a intensidade de aGVHD, sendo >90% para grau
I, 80% para grau II, 30% para grau III e <10% para grau IV”?. Embora sejam resultados
concordantes, o impacto da ocorréncia de aGVHD na sobrevida geral, principalmente
quando presente aGVHD grau I-1I, permanece controverso74. Isso ocorre devido a
uma combinagdao complexa do potencial efeito positivo do enxerto versus tumor
exercido pela reacao aloimune, com os efeitos deletérios secundarios a lesdes de orgaos
acometidos por aGVHD, infec¢des e outras complicagdes decorrentes de aGVHD,
causando efeitos opostos na sobrevida geral.

A técnica de microarray permitiu a descoberta de marcadores bioldgicos em
diversas doengas. Enquanto o padrao de expressdo génica diferencial promove
descobertas acerca da origem de doengas”™, promove também o desenvolvimento de
preditores moleculares para diversas situagdes clinicas””). O desenvolvimento de
biomarcadores uteis em diagndstico ou prognostico demonstra a possibilidade de uma
medicina e tratamento personalizado.

Um ponto interessante e importante a ser abordado neste tipo de estratégia é que
quando utilizamos a ferramenta de microarray para classificar eventos bioldgicos ja
instalados, os resultados, em geral, sao melhores®’® do que quando desejamos
predizer um evento com consideravel antecedéncia®?®’). Nesta tiltima situacao, devemos
levar em consideracdao que o evento estudado possa ser uma medida dependente do

tempo, e no momento em que o teste é aplicado, o processo biologico pode ainda nao
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ter se instalado. Deste modo, a predicao de eventos futuros, em geral, cursa com valores
de acurdcia mais modestos.

Em TCTH, fatores de risco atualmente reconhecidos pela literatura nao sdo
capazes de fornecer uma estimativa precisa do risco individual de aGVHD e dessa
forma nao permitem a individualiza¢do da terapia. Até o presente momento, nao existe
nenhum teste sérico validado para diagnostico de aGVHD, embora varias proteinas
séricas tenham sido descritas como biomarcadores de aGVHD em alguns estudos®!84.
A habilidade de predizer estes pacientes podera ter grande aplicabilidade clinica na
era das multiplas opgoes terapéuticas.

A posssibilidade de predizer a ocorréncia ou nao de aGVHD utilizando uma
amostra de sangue periférico colhida durante a enxertia medular (pelo menos uma
semana de antecendéncia do evento) pode ser bastante util do ponto de vista da
intervencao terapéutica. Desta forma, testamos a capacidade de nosso preditor tanto no
grupo treino quanto no grupo teste, utilizando a valida¢ao cruzada do tipo leave-one —
out. Interessante perceber que testamos nosso preditor primeiro no grupo treino, pois
seria importante primeiro verificar se existia uma boa acuracia neste grupo, para so
depois analisar o grupo teste. Assim, dos 89 pacientes, foi possivel fazer predicao de
presenca ou auséncia de aGVHD na maior parte de nossa populagao, 70 pacientes
(78,6%). Em 19 (21,4%) pacientes, nosso preditor ndo conseguiu classificar a ocorréncia
ou nao de evento e isso pode ter ocorrido devido a duas possiveis causas: primeiro, o
fendbmeno aloimune ainda nao foi iniciado e portanto nao pode ser detectado, segundo,
algum processo bioldgico subclinico causando perturbagao suficiente para nao permitir
a correta classificagao.

Desta forma, nds utilizamos um paradigma novo para métodos diagndsticos que
permite, além de discriminar entre pacientes com e sem doenga, definir um grupo
separado dos pacientes em que o classificador nao se aplica (i.e. ndo é capaz de dar uma
resposta suficientemente precisa). Esta solugdo foi recentemente proposta e utilizada

com successo para a discriminagao entre subtipos de linfoma de grandes células B®.
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Como criamos nosso preditor em um momento no qual nenhum sinal clinico de
aGVHD estava presente, obtivemos uma predicao relativamente modesta. Ainda assim,
nao conhecemos ferramenta disponivel na literatura que permita, com uma acurdcia de
75 %, predizer a ocorréncia de aGVHD, na maior parte da populacdo, com uma
antecedéncia de 1 semana.

Recentemente, um trabalho publicado por Baron e cols®), descreveu a predicao
de GVHD (agudo e cronico ) com uma acuracia de 65% e de GVHD cronico em torno de
77%, baseado no perfil de expressao nas células do doador, obtida previamente a coleta
de células tronco hematopoéticas. Neste estudo, ainda que o perfil de expressao das
células T do doador possa refletir seu status de ativagdo imune, isto pode nao estar
relacionado a capacidade do doador em montar um resposta do enxerto contra o
hospedeiro apds o contato com aloantigenos. Nos acreditamos que o momento da
enxertia medular seja um bom momento para quantificar as mudancgas de expressao
génica que possam predizer a ocorréncia de aGVHD, pois invariavelmente, aGVHD
inicia-se ap0s este periodo e contagens de subpopulagdes de células, durante esta fase,
tem sido relacionadas a aGVHD®. Além disso, acreditamos que a exposi¢ao de
células do sistema imune a agentes imunossupressores, habitualmente utilizadas apos
transplante, possa conferir mudancas na expressao génica que nao seriam observadas
nos doadores.

A semelhanca dos dados demograficos e o impacto destas varidveis na
sobrevida pods transplante nos sugerem uma possivel validade externa de nosso
preditor para aGVHD, realidade essa a ser confirmada em um grupo independente de
pacientes de outros centros.

Desta forma, neste estudo, nos criamos um preditor molecular para aGVHD,
contendo 233 genes, capaz de predizer, durante a recuperacao medular, a ocorrréncia
de doenca do enxerto aguda em um grupo independente de 22 pacientes com uma

acuracia de 75%, sensibilidade de 71% e especificidade de 78%.
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5.2 . Microarrays e a descoberta de novos eventos bidlogicos envolvendo aGVHD

A técnica de microarray representa uma importante ferramenta para analise
de expressao génica global. Com ela, a ciéncia é capaz de determinar a interacdo entre
milhares de genes simultaneamente, em estados de satide ou patologicos. Ela permite,
além de predicao de eventos, comparar expressao de tecidos normais e doentes,
encontrar novos biomarcadores para terapia alvo, determinar resisténcia a terapia e
separar pacientes de pior evolucdo clinica em determinados canceres. A andlise
simultanea de milhares de genes permite observar a interagdao de genes ja descritos na
literatura, mas também possibilita a descoberta de novos genes ou vias em atividade
que nao eram descritas. Essa perspectiva de descobrir novos fendmenos bioldgicos gera
uma infinidade de conhecimento, que abrem portas para novas pesquisas e novas
descobertas.

A partir da andlise dos genes diferencialmente expressos em pacientes que
evoluiram com aGVHD e suas categorias funcionais, observamos o enriquecimento de
varias categorias génicas funcionais, incluindo genes relacionados a resposta a presencga
de bactérias (tabela 4). Chamou-nos a atengao dentre estes genes, aqueles recentemente
denominados na literatura como alarminas®.

Nossa lista de genes super-expressos possui 4 representantes das alarminas,
sendo eles: Alfa -Defensina 4 (DEFA4), RNAse 3(proteina cationica eosinofilica),
Catepsina G ( CTSG) e BPI (Bactericidal/Permeability-Increasing protein).

Diante de "'sinais de perigo”, definidos como a presenca de lesao tissular ou
mediadores inflamatdrios intercelulares, o organismo produz e libera mediadores que
alertam o sistema imune inato e adaptativo para a ativagao de mecanismos de defesa e
reparo®. “Sinais de perigo” expressos por tecidos lesados sao criticos para a ativacao
de células dendriticas do hospedeiro e sdao necessarios para a iniciacdo da resposta
primadria e secunddria. Este conceito explica um grande niimero de observagoes clinicas

em transplante como o aumento do risco de aGVHD em pacientes com estagios
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avangados de leucemias agudas, certos regimes de condicionamento e historia de
infeccOes virais®889),

Conforme proposto por Oppenheim e cols®), alguns destes mediadores
endogenos da resposta inata chamados alarminas tém como caracteristicas serem
liberados em resposta a lesdo tecidual ou infec¢ao bacteriana, possuirem atividade
quimiotatica e promoverem ativacao de células apresentadoras de antigenos (APC).

As defensinas alfa  consistem em uma familia de pequenos peptideos
antimicrobianos, sendo também conhecidas como peptideos humanos neutrofilicos. Sao
constitutivas de neutrdfilos, correspondendo a 70% do conteudo de granulos
azurofilos®). Sao descritas quatro alfa-defensinas (DEF-1-4) em humanos, produzidas
por neutrdfilos e mondcitos® e duas alfa-defensinas (DEF-5-6) produzidas pelas
células de Paneth do intestino delgado, células epiteliais de tecido placentario, nasal e
bronquico®. Além da atividade antimicrobiana, tem sido atribuido as alfa defensinas a
capacidade de exercerem efeitos quimiotaticos sobre células T naive CD4+CD45RA,
CD8+ e células dendriticas imaturas®®. A busca de novas atividades bioldgicas das
defensinas levou a observacao de atividade quimiotatica seletiva para células
dendriticas imaturas provenientes de células progenitoras hematopoéticas CD34 + ou
de mondcitos de sangue periférico®®). Por suas caracteristicas, presumivelmente, as
defensinas devem estar presentes no sitio de inflamagdao, formando gradiente
quimiotatico para células dendriticas imaturas. E, sabendo que células dendriticas sao
cruciais para a indugao de resposta adaptativa, € esperado que o grande recrutamento
de células dendriticas para o sitio de deposi¢cao antigénica induza a uma grande
resposta imune antigeno-especifica.

Catepsina G é uma serino proteinase primariamente derivada de granulos
azurofilos de neutrofilos, mas também encontrada em mondcitos e mastocitos. Tem
atividade antimicrobiana, promove degradacdo de matriz extracelular, promove
vasorregulacao®, ativagao de elastase neutrofilica®), processamento de IL-81% e efeito
quimiotatico sobre mondcitos®™. Adicionalmente, a Catepsina G foi descrita como

agente mitogénico de células T em camundongos e com capacidade de se ligar e
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promover ativagao em linfocitos B, linfocitos CD4+, CD8+ e células NK de
humanos1021%9),

A cathepsina G ¢é responsavel pela transformacao de IL-8 em sua forma mais
ativa em tecidos acometidos por processo inflamatorio®®. IL-8 é uma citocina pro-
inflamatdria liberada durante a fase aguda de infec¢dao, com reconhecido poder
quimiotatico e de ativagao para neutrofilos, exibindo também uma fraca acao em
basoéfilos™), e também descrita como um citocina de fase tardia em rejeicao de orgaos
solidos, principalmente em rejei¢des irreversiveis(%. Niveis séricos elevados de IL-8
vem sendo descrito em pacientes com emergéncia de aGVHD#1%), e é possivel que por
sua potente acao quimiotatica, possa auxiliar na migracao de células efetoras para
orgaos alvos de aGVHD1?). Desta forma, a cathepsina G pode servir como um sinal
derivado de neutroéfilos que induz subsequente resposta imune dependente de células
T e mondcitos.

As células da imunidade inata formam a primeira linha de defesa do organismo
e participam de eventos que iniciam a resposta imune a um aloenxerto®. O papel
bioldgico dos eosindfilos na patogénese de aGVHD é menos conhecido do que seu
papel na alergia e na asma. Evidéncias recentes da literatura tém estabelecido um novo
paradigma para a fungao dos eosindfilos durante a inflamacao, para além de seu papel
como célula efetora com atividade citotoxica nao-especifica. Por exemplo, Lofti e cols
demonstraram que os eosinofilos sdo capazes de induzir maturagao de células
dendriticas, e que isso poderia contribuir para a regulagao da imunidade no cenario de
lesao tecidual associada a inflamagdo cronica que ocorre na rejeicao de orgaos
solidos(®). Outras evidéncias tém implicado os eosindfilos como parte dos processos
de remodelamento e de reparo iniciados com a resposta inicial ao dano tissular e a
necrose celular®?. Recentemente, um trabalho correlacionou a gravidade de aGVHD
intestinal com a presenca de eosinodfilos, ativagao e aumento da densidade granulos
citoplasmaticos, sugerindo um recrutamento destas células para o tubo

gastrointestinal 119
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Entre os genes super-expressos, podemos destacar a presenca de RNAse3 ou
proteina cationica eosinofilica. Esta proteina tem como fung¢des principais, capacidade
citotdxica, atividade imunomoduladora, regulagao da atividade fibroblastica e indugao
de secrecao em mucosa aérea®?. No contexto de rejeicio do enxerto de rins e figado
transplantados, eosindfilos tissulares mostram sinais de ativacdo com deposito de
proteina catidonica® e sua densidade tem valor preditivo para rejeicao resistente a
corticoide4119, Este papel expandido dos eosindfilos além de estabelecer uma ligagao
mais forte entre as células da imunidade inata e a resposta imune adaptativa, ainda
pode fornecer provavel explicagdo para a presenca desta células em tecidos acometidos
por aGVHD.

Em resumo, o aumento da expressao de transcritos de alarminas durante a
enxertia medular, provavelmente liberadas de tecidos do receptor, pode potencialmente
modular a resposta imune de células T provenientes do doador, através do
recrutamento destas células por indugao de sinal quimiotatico para os tecidos lesados
do receptor, ou por sua ativacao atraveés de sinais co-estimulatdrios, levando a ativagao
e proliferagao das células T do doador. Esta proliferacao expande a alorreatividade do
pool de células T do doador, causando uma lesdo imuno-mediada, levando a mais
liberagao de alarminas. Desta forma, as alarminas liberadas apds lesao tissular devem
atuar alterando e intensificando a resposta aloimune.

A integridade do tubo gastrointestinal tem um papel importante para o
desencadeamento de aGVHD. Irradiacdo corporal total é particularmente importante
porque induz apoptose de células epitelias do tubo gastrointestinal®®, permitindo que
produtos microbianos imuno-estimulatorios como o lipo-polissacaride (LPS), entrem
na circulagao sistémica, levando a amplificagaio de aGVHD®”. A producao de alfa
defensinas, BPI e catepsina pode ser fortemente induzida em resposta a estimulos pro-
inflamatdrios como LPS(19).

O aumento da expressao de alarminas e de outras moléculas como MPO e
Elastase no grupo que evoluiu com aGVHD, pode estar relacionado com a lesao tissular

induzida pelo regime de condicionamento e liberacao de LPS por bactérias gram
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negativas intestinais promovendo recrutamento de neutrofilos. Esta ¢ uma hipdtese que
pode ser verificada através da medida de LPS no soro destes pacientes.

A presenca de MPO e ELA2 na lista de genes super-expressos, que tem niveis
maiores em células precursoras mieldides do que em neutrdfilos periféricos!?),
associados ao aumento de expressao de genes ditos alarminas, numa situagao em que a
separagao de células linfomononucleares foi realizada, nos leva a crer que estes genes
possam estar aumentados em suas atividades, ja em precursores, determinando a
resposta imune. O aumento da atividade antimicrobiana em resposta a presenca de
LPS, deve influenciar o aumento da expressdao destas moleculas precocemente,
iniciando a ativag¢ao do sistema imune inato e adapativo.

Esta hipotese ganha forca quando observamos o cluster A, composto pelos
seguintes genes: MYHI10, FLJ10252,RAD51, CDCAS, TMOD1, SPTA1, HMDS,
HBQ1,ERAF, HBD, ALAS2, TRIM10, BPI, MPO, ELA2, METTL7A,SNCA, CA2 E C21orf55
e que se agruparam com os seguintes tipos celulares: células de medula 6ssea, células
CD34+ de medula 0ssea, figado fetal de 15-24 semanas, células endoteliais provenientes
de medula dssea, precursor eritroide CD71 obtido também de medula dssea. Estes
dados sao muito interessantes por dois aspectos: primeiro, podemos observar que a
expressao deste grupo de genes estudados durante a enxertia medular de pacientes
transplantados possui expressao semelhante a expressdao de células bastante imaturas.
Podemos observar o agrupamento de nossos genes com células CD34 de medula dssea
e células progenitoras hematopoéticas provenientes de figado fetal entre 15-24 semanas.
Isto sugere circulagao de células precursoras CD34 + durante a enxertia medular apods
transplante. E descrito que células CD34+ co-expressam em sua superficie celular
moléculas de CD18 e CD86 constitutivamente, e podem apresentar aloantigenos
eficientemente para células T. Por outro lado, células CD34+/CD18- e CD34+/CD86-
possuem fraca atividade como células apresentadoras de antigeno?12). Estes dados sao
consistentes com a existéncia de subtipos celulares precursores com atividades distintas

de apresentagao antigénica.
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Notamos um enriquecimento de genes relacionados a hematopoese no grupo
de pacientes que evoluiram com aGVHD, principalmente relacionados a producao de
hemoglobina e transporte de gases. O aumento de expressao destes grupos de genes em
pacientes com aGVHD nao pode ser explicado pelo aumento da hematopoese neste
periodo pos transplante, mas provavelmente, pela lesdo endotelial que se segue ao
TCTH. E conhecida a relacdo entre o aumento da incidéncia de toxicidade relacionada
ao regime de condicionamento e a incidéncia de aGVHD(?). Evidéncias recentes
demonstram que o endotélio pode ser um alvo para aGVHD(?). Durante a enxertia
medular, o endotélio vascular do hospedeiro provavelmene deve ser o primeiro tipo
celular com o qual os linfécitos T do doador tém contato apds TCTH, potencialmente
induzindo aGVHD. A diversidade de apresentagao clinica de lesao endotelial apds
TCTH como microangiopatia trombdtica®?, doencga veno-oclusiva®®), sindrome de leak
capilar®), sindrome da enxertia®® e hemorragia alveolar difusa®® e a dificuldade de
separa-los de aGVHD em muitas situagoes, leva a crer que aGVHD endotelial possa ser
um elemento essencial nestas varias sindromes de lesdao endotelial.

Recentemente foi demonstrado que a deteccao de células endotelias circulantes,
provenientes de medula ossea, € sensivel e especifica como sinal de lesao endotelial,
além do que um maior numero de células endotelias foi detectado apds regimes de
condicionamento mieloablativos quando comparadas com regimes de toxicidade
reduzida®®. Interessante observar que a resposta a esse dano endotelial é a liberagao
de grande quantidade de eritropoetina, estimulando a medula dssea a aumentar o
nuamero de células endoteliais precursoras®™”, na tentativa de reparar o dano. Esse
aumento da produgao de eritropoetina em resposta a lesao endotelial, possivelmente
deve desviar e aumentar a atividade do maquinario celular de precursores eritroides
para o processo de produgao e metabolismo de hemoglobina.

Foi observado também uma expressao aumentada do gene IFI27 (Interferon,
alpha-inducible protein 27), também chamado de P27 ou ISG12, em pacientes com
aGVHD. Este gene faz parte de um conjunto de centenas de genes que sao induzidos

por IFNU3D, Interferon € uma familia de citocinas com uma variedade de fungoes
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biologicas, incluindo efeito anti-tumoral, atividade imunomodulatoria e
antiparasitaria®®. Resposta biologica ao interferon € iniciada pela ligacdo do IFN a
receptores especificos de superficie celular e subsequente ativacdo de vias de
transdugao de sinais e manifestada através da expressdao de um grande nimero de
genes induzidos por IFN, sendo estes os responsaveis pela acao bioldgica. Encontrar
genes induzidos por IFN nesta fase do transplante esta de acordo com dados
recentemente publicados®®. Em um modelo de transplante murino®®, verificou-se
precoce aumento da expressao de genes induzidos por IFN-y, por volta do sétimo dia
apos o transplante, e antes da evidéncia histologica de aGVHD.

Em muitos modelos de aGVHD experimental, células T produzem grandes
quantidades de IFN- y©®1341%) Estes trabalhos sugerem que o IFN- ) esteja envolvido
em muitos passos da fisiopatologia de aGVHD, atuando no aumento da expressao de
moléculas de adesao, quimiocinas, HLA e moléculas envolvidas na apresentacao
antigénica. Desta forma, o interferon facilitaria a apresentacao antigénica e promoveria
recrutamento de efetores para orgaos-alvo de GVHD®%. Além disso, IFN-y aumenta a
expressao de Fas em tecidos-alvo, sugerindo que citotoxicidade de células T mediada
por Fas seja essencial para o desenvolvimento de GVHD137:138),

Um estudo recente comparou a expressao diferencial de genes durante aGVHD
e apos o controle do fendmeno imunologico em oito pacientes submetidos a transplante
de cordao umbilical. Neste estudo, foi observado o aumento da expressao de IFI27 em
mondcitos, células T CD4+ e CD8+ durante aGVHD, sugerindo que esta molécula possa
desempenhar importante papel em diferentes subpopulagdes na fisiopatologia de
aGVHD®),

O cluster B foi composto por genes que se agruparam com o0s seguintes tipos de
tecido: tonsilas, timo e linfonodos, enquanto o cluster C foi composto de genes que se
agruparam com células T CD4+ e CD8+ provenientes de sangue periférico. Embora os
genes encontrados nao paregam ter um papel conhecido em aGVHD, e portanto,
possam ser alvos de proximos estudos, esta observagao de clusterizagao com linfdcitos

periféricos, orgaos linfoides primdrios e secundarios é esperada e deve estar
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relacionada ao trafego de linfdécitos que ocorre precocemente apods o transplante.
Linfécitos do doador, apds poucas horas da infusdao das células alogénicas, se
acumulam em orgaos linféides periféricos como linfonodos, placa de Peyer e baco.
Nestes locais, as células T alorreativas sofrem expansao, diferenciando-se em efetores e
produzindo IFN-y, TNF-a e outras citocinas. Mediadores inflamatérios e produtos
bacterianos (LPS) em sinergia com IFN-y, induzem a produgao de quimiocinas
induzidas pelo IFN-y por células apresentadoras de antigenos, células endoteliais ou
células de orgados-alvo para aGVHD®4), O gradiente de quimiocinas presente em
orgdos-alvo leva a mais recrutamento de células efetoras, levando a lesado tissular e
manifestacao clinica de aGVHD141.142),

Um dos genes revelados no nosso estudo com fungao desconhecida no GVHD ¢
o gene TMEM176B ou LRS, recentemente descrito em um modelo murino por
similaridade de homologia como TORID(%). Este gene aparece preferencialmente
expresso em células de linhagem mieldide, incluindo macréfagos e células dendriticas.
Neste trabalho foi observado um aumento da expressio de TORID em células
infiltrando enxerto cardiaco. Além disso, a super- expressio de TORID aumentou a
expressao de moléculas de HLA classe II e de CD86 e diminuiu a producao de IL-12p40.
Apds ativagao macrofagica induzida por lipopolissacaride, a expressao deste gene
diminui consideravelmente, tanto em células dendriticas de camundongo quanto em
células dendriticas derivadas de mondcitos humanos. Estes dados sugerem que este
gene possa estar envolvido no controle de captura antigénica e da diferenciacao de
células apresentadoras de antigenos imaturas. O fato de estar expresso principalmente
em celulas dendriticas imaturas sugere que TORID promova uma apresentagao
tolerogénica de antigenos, nao induzindo resposta imune.

Em nossa lista, o gene TMEM176B ou LRS, aparece com aumento de expressao no
grupo de pacientes que evoluiram com aGVHD. Embora ainda nao descrito sua fungao
em humanos, podemos supor que o aumento da expressao deste gene, neste grupo de

pacientes, possa ser secunddria a uma tentativa prematura de freiar o processo
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aloimune, através do controle de maturacdao de células dendriticas derivadas de
medula Ossea, na tentativa de induzir ou manter a tolerancia imunolodgica.

Entre os genes de nossa lista com diminuicdo de expressao antes de aGVHD, a
interleucina 1 é, provavelmente, a mais amplamente estudada. A familia IL-1 contém
trés produtos génicos relacionados: IL-1a, IL-1f e IL-1Ra ( receptor antagonista). IL-Ia
e IL-1B sao protdtipos de mediadores pro-inflamatorios que agem através de seu
receptor ( IL-1R), que em associacdo com proteinas acessorias de IL-IR, sinalizam
através da proteina adaptadora MyD88(. IL-1f ¢ expressa predominantemente em
mondcitos e macrofagos, enquanto IL-la é amplamente expressa em varios tipos
celulares. O gene RIPK2 codifica uma serino/treonina kinase(#>14 que é essencial para
a ativacao de NF-xB através do receptor de fator de necrose tumoral(TNF)14), além de
ser requerido para produgao de IL-2, producdao de TCR (receptor de celulas T) e
diferenciacao de células T auxiliares , sendo necessario para a diferenciacao de células T
e eficiente sinalizacao de TCR(49),

No6s observamos uma diminuicao de expressdao IL-1 alfa, IL-1 Beta e RIPK2 em
pacientes que evoluiram com aGVHD. A associagao de aumento de IL-1 e aGVHD ¢
um tanto controversa. Células mononucleares contendo IL-1, IL-18 e TNFe tém sido
associadas com aGVHD, embora a concentra¢ao plasmatica das mesmas citocinas tenha
menor correlagao com a doenga®15), Em outro estudo, nao foi observada diferenca no
aumento de expressao de mRNA de IL-1, IL-2, IL-6 e IFNy obtido por bidpsia de pele
de pacientes com aGVHD e comparado com pacientes sem aGVHD®2. Um estudo
alemao observou que niveis aumentados de IL-10, mas nao IL-1 foi correlacionado com
aGVHD®), Estes dados conflitantes aqui discutidos podem ser explicados por varios
motivos: periodos diferentes de coleta de amostras, fonte de amostras diferentes
(sangue, bidpsia de pele, figado ou intestino), subtipos celulares utilizados, detecgao de
moléculas diferentes (mMRNA, proteina) e estudos com pequeno nimero de pacientes
com doengas e tratamentos heterogéneos.

Embora estes dados sejam conflitantes, é atribuido a IL-1 um papel importante

durante a fase efetora de aGVHD®). Secrecao de IL-1 parece ocorrer predominantemente
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durante a fase efetora de aGVHD no bago e pele, orgaos-alvo da doenga>. Embora a
administracao de ILI-Ra a receptores reduza a mortalidade de aGVHD em modelos
animais®51%), um recente trabalho randomizado em humanos nao demonstrou
qualquer beneficio contra aGVHD®,

As categorias do GO e a andlise de redes de interagio demonstrou o
envolvimento de IL-1 e RIPK2 na ativagao de NF-xB ( Figura 11 ). NF-xB é uma fator de
transcricdo central que regula o desenvolvimento de linhagens celulares, diferenciacao,
sobrevida e progressao de ciclo celular em muitos tipo celulares, incluindo células
hematopoéticas®®. Por exemplo, a ativacao de NF-xB tem sido associado a efeitos
anti-apoptdticos em granuldcitos®?. Outros genes na rede de comunicagao bioquimica
que nods observamos (Fig.11) induzidos por IL-1 parecem também manter a
diferenciagao e sobrevida celular. De fato, a indu¢ao de PBEF1 (NAMPT na Fig. 11) por
IL-18 em neutrdfilos tem sido associado a postergaca da apoptose destas células in
vitro e em vivo(®, KLF5 é um importante fator de transcricdo que promove
crescimento e proliferacao do epitélio intestinal, além de ser encontrado em linfocitos T
em desenvolvimento(¢11¢2, Receptor de hormonio nuclear NR4A3 foi encontrado em
células T imaturas e implicado na sobrevida de multiplos tipos celulares(®. Entao, a
auséncia de expressao destes genes e a deficiéncia de ativagao de NF-xB pode indicar
um anormal desenvolvimento e ativacao de células hematopoéticas em pacientes que
desenvolverao aGVHD. Interessantemente, em um modelo experimental de aGVHD, o
bloqueio de NF-xB em determinado periodo resultou em significante aceleracao da
morbidade dependente de aGVHD!%. Nos também observamos que parte destes genes
estao normalmente expresso em sangue de individuos saudaveis ( Figura 13 cluster D).
Este resultado indica que uma populagdo de células “normais” deve estar sub-
representada no sangue de pacientes que desenvolverao aGVHD, o que pode ser
devido a aumento relativo nas células que tem baixa expressao desta assinatura.

Baseado neste dados, a expressao génica do cluster D e a semelhanca com
expressao génica de mesmos tipos celulares nos leva a acreditar na presenga de

diferentes subpopulagoes nestes dois grupos de pacientes, fato este somente elucidado



Discussdo 75

com caracterizagao imunofenotipica. De modo indireto, indica que subtipos celulares de
células dendriticas BDCA4+, células CD34+ provenientes de medula 0ssea e mondcitos
elicitam respostas imune diferentes, gerando lesao tissular no grupo com aGVHD ou
agindo de forma imunossupressora no grupo sem aGVHD. Melhor caracterizagao
destes subtipos celulares representam uma potencial arma preditiva de ocorreéncia de
aGVHD.

Em resumo, este trabalho descreveu a assinatura molecular preditiva de
aGVHD, capaz de diagnosticar precocemente, em 80% da populagao estudada, a
acorréncia de aGVHD. Este tipo de método diagndstico precoce podera permitir no
futuro, intervengdes apropriadas para cada situagao clinica, oferencendo ao paciente
um medicina personalizada com maior chance de suceso. Em adicdo, estudamos genes
diferencialmente expressos que foram agrupados em diferentes categorias funcionais.
Nossos dados apontam para a potencial participacao precoce das alarminas e da via IL-
1/NF-kB na resposta aloimune de aGVHD. Considerando os resultados da andlise de
enriquecimento funcional e a expressao de genes em diferentes populagoes celulares,
nos sugerimos que eventos precoces envolvendo multiplas populacdes de células
precursoras possam predefinir a interagdo futura entre o enxerto em desenvolvimento
e o paciente. Entao, anadlise de expressao génica de diferentes populagdes separadas em
periodos precoces apds TCTH serdo necessarias para melhor delinear quais tipos

celulares tém papel de destaque no desenvolvimento da aGVHD.
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Nesse estudo de perfil de expressao génica durante a enxertia medular, em pacientes

submetidos a TCTH alogénico HLA-idéntico, nds observamos :

v' um preditor molecular de aGVHD composto por 233 genes com acurdcia de 75%.

v’ aexpressao aumentada de alarminas, em pacientes que evoluiram com aGVHD,
que podem representar “sinais de perigo” antecedendo a emergéncia de

aGVHD.

v' a expressao diminuida da IL1 e outros genes envolvidos na via do NF-kB, em

pacientes que evoluiram com aGVHD

v’ eventos precoces envolvendo multiplas populagdes de células precursoras que
podem predefinir a interacdo futura entre o enxerto em desenvolvimento e o

paciente.
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Anexo 1: Pre-transplant high TREC levels indicate god prognosis after

hematopoietic stem cell transplantation
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Abstract

Word count: 193

Background:Thymus-dependent T-cell reconstitution plays a rielammune recovery after
stem cell transplantation (HSCT). High pre-HCSTntiy function has been associated with
higher survival, lower incidence of acute and choograft versus host disease (GVHD) and
lower incidence of infections. The aim of this stwdas to analyze the relationship between pre-
HSCT peripheral blood levels of T cell receptorisixm circles (TREC) and post-HSCT clinical
events in recipients of HLA-identical hematopoiestem cell transplantsMethod. Delta
deletion sjTRECs formed by tRRECJa rearrangement were quantified by real time PCR in

peripheral blood lymphocytes of 62 HSCT recipiefgsults. Univariate analysis revealed

association between low TREC levels and highedemte of grade II-1V acute GVHD (p:.026),
bacterial infection (p:.005) and cytomegalovirugeation (p:.033), whereas high TREC levels
were associated with higher overall survival (p28)0 In the multivariate analysis, low pre-
HSCT TREC levels remained independently associaidid lower survival (p: .032; RR 2.6),

occurrence of grade II-1V acute GVHD (p:.031; RR5)2 bacterial infection (p:0.006, RR: 6.6)
and cytomegalovirus infection (p:0.039; RR:2.8onclusion: Our results corroborate the
concept that pre-HSCT recipient’s thymic functisnan important predictor of risk for acute

grade 1I-IV GVHD and infection.

Keywords: T cell receptor excision circle, thymic function, stem cell transplantation
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Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantati#SCT) is an effective treatment for
hematological disorders; it is however burdenedhigih morbidity and mortality, mainly related
to opportunistic infections and the occurrenceafta and chronic graft versus host disease. The
immediate post transplant period is followed byaese and often prolonged immune deficiency
that results in persistent susceptibility to infect [Marks et al, 1993; Hansen et al, 1998;
Hongeng etal, 1997; Kernan et al 1993]. Even moodopged immune deficiency arises from
inadequacy in effective CD4+ T cell and B cell nestitution [Small et al, 1997; Small et al,
1999; Storek et al, 2000; Storek et al, 1997]. Regation of adequate T-cell number and
repertoire diversity are key elements in the recpwd immune competence. In the absence of
such recovery, susceptibility to infection is iresed [Talvensaari et al, 2002].

Post transplant T cells are derived from both nefiucells present in the donor graft, and T cell
that developde novo in the recipient from transplanted donor stem. delk likely that the latter
pathway of differentiation leads to long-term imreureconstitution [Weinberg et al, 2001;
Rocha et al, 1989; Douek et al, 2000]. It has bseggested that the reconstitution and
maintenance of effective T cell immunity after HS@GT dependent on education of T cell
precursor in the thymus, as shown by the correiatietween increased thymic output and an
increment in naive T cell number and broader TQsemeires after transplantation [Dumont et
al, 1998; Mackall et al, 1995; Roux et al, 200B&ctors that inhibit thymic function may
include age, chronic graft versus host disease (BNMldnd direct thymic damage from
chemoradiotherapy [Douek et al, 1998; Nailor et24105; Weinberg et al, 2001]. Age is a
recognized predictor of low thymic function out@und slow naive T cell recovery after HSCT

[Falen et al, 2003].
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The production of a functional T cell receptor regs deletion of the TC&Rgene, which is
positioned within the TC&- locus [Livak et al, 1997]. The delected T&Benes remain present
as extracromossomal circular products named Treekptor excision circles - TRECs. These
products are stable [Livak et al, 1996], are nqilidate during mitosis, and are therefore diluted
out with each cellular division [Takeshita etal 88 Quantification of TREC (T-cell receptor
excision circles) levels after HSCT by real timeRPQepresents a sensitive measurement of
thymopoietic capacity and has been used as a wagsgess thymic function independently of
cell surface phenotype [Harris et al, 2005, Hazembkeal, 2000]. Recently it has been reported
that TREC levels correlated to post-transplant auie [Clave et al, 2005; Chen et al, 2005].
Herein we tested whether pre-transplant thymic tion¢ assessed by the quantification of
TRECSs in the peripheral blood, may predict a wgmssgnosis in the setting of HLA-identical
HSCT with a large prevalence of high risk dise&sethermore, we also assessed TREC levels

before and during acute GVHD in order to betterarathnd thymic function at this period.

Materials and Methods

Patients, donors and transplantation characteristics

Over a consecutive 54-month period, a total of I&®yaneic stem cell transplant recipients from
Federal University of Sdo Paulo (Bone Marrow Traasp Unit of Hospital Sao Paulo and
Pediatric Bone Marrow Transplant Unit of the Peattiainstitute of Oncology) and Santa
Marcelina Hospital, Brazil, between May 2003 andv&lmber 2007, were included. The group
comprised children and adults who received a mybddae preparative regimen and

unmanipulated bone marrow or peripheral blood stethgraft from a HLA-matched related
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donor. Patients who received a non-myeloablativelitmning were excluded. Risk of disease
was classified based in International Bone Marrovangplant Registre (IBMTR) criteria
(www.cibmtr.org). Patients’ characteristics, treatthand complications after transplantation are
summarized in Table 1. This study was approvedbyinstitutional Medical Ethics Committee

and all patients or guardians gave informed consefutre their enrollment.

Graft —versus-host disease prophylaxis, supportiveare and end points

GVHD prophylaxis consisted predominantly of cyclospe or cyclosporine and short course
methotrexate. Cyclosporine levels were monitoredlilyeand kept at therapeutics range of 150-
300 ng/dl during the first 60 days, and then thegditose was continuously tapered through the
next 180 days, until a complete suspension, depgndin disease status at time of
transplantation and presence or absence of GVHDibégterial, antifungical, and antiviral
prophylaxis consisted of trimethoprim-sulfamethadaor Pneumocistis jiroveci, acyclovir or
valcyclovir for Herpes simplex. Surveillance cytama®virus (CMV) antigenemia testing was
performed for all patients. Diagnosis and clinigahding of acute and chronic GVHD were
performed according to established criteria [Glbekg et al, 1974; Sullivan et al, 1991;
Przepiorka et al, 1995]. Bacterial, cytomegaloviand fungical infection, sepsis and septic
shock were defined according to previously esthbtiscriteria [Ljungman et al, 1993; Society of

Critical Care Medicine Consensus Conference Coramittl992; Lossos et al, 1995].

Peripheral blood collection and time points
Buffy coat samples were obtained and frozen befteeonditioning regimen for the 62 patients.
31 patients developed acute GVHD, and we were tabdellect samples within 2 weeks before

acute GVHD and ongoing GVHD in 16 from these pdtierA control group was composed of
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27 healthy donors from whom peripheral blood oréomarrow was collected before G-CSF

stimulation

Clinical data

Between May 2003 and November 2007, 62 patienteived a myeloablative
conditioning regimen followed by allogeneic HCTaatr center (table 1). During the follow up
period of 18 months, among the total group of 68epés, there were 14 severe bacterial
infections, 22 CMV infections, 6 relapses and 3giaal infections. Acute GVHD (aGVHD)
occurred in 31 patients, and the incidence of gdadeand IlI-IV was 13%, 18% and 19%,
respectively. Among the 52 (83.8%) who surviveddbteast 100 days after transplantation, 34
(65%) developed chronic GVHD (cGVHD). As the numlbémrelapses and fungical infection
were low in our cohort, we focused the analysisowarall survival and occurrence of GVHD

and severe bacterial infections.

Relative quantification of sj TREC by real-time —-P(R

To perform TREC assay, total DNA was extracted froaffy-coat by DTAB/CTAB method
(dodecyl trimethyl-ammonium bromide/cetyl trimethyl-ammonium bromide)-[ Gustincich e al,
1991] and DNA concentrations were adjusted tOnful. Onepl of DNA was used in all
reactions. Delta deletion sjTRECs formed &REC- QJa rearrangement were amplified and
guantified using SYBR-Green PCR Master Mix and ABDO instrument (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Standard curve was generate@ragiously described (PMID: 11295466).
Primers were designedoased on the gene sequence deposited in the GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy Primers  for SJTRECs  were: forward primer
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(5’'CATCCCTTTCAACCATGC’3) and reverse primer (5’CGTETAAACCCTGCAGC'3),

which produced an approximately 102 base padysbdetected. To improve TREC detection,
two steps amplification was performed. The firsiRP€nditions were: 50°C for 2 minutes, 95°C
for 10 minutes followed by 10 cycles of 95°C for d&conds and 63°C for 1 minute. After, 1ul
was utilized in second step amplification. The s®cBCR conditions were: 95°C for 10 minutes
followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds antiB®r 1 minute. TREC values obtained by
RT-PCR were normalized by proportion of lymphocyteshe blood cell count. This count was
performed in the same peripheral blood sample waat utilized for DNA isolation. All DNA

samples were amplified in triplicate and univerfdLR precautions were taken to avoid

amplicon contaminations along with negative contealctions.

Statistical analysis

Receiver operating characteristic (ROC) curve wsesiuo obtain the most discriminating overall
survival cut-off for TREC values. Correlation beeme Gaussian distribution variables was
calculated with Spearman correlation. Survival gsialwas calculated using Kaplan Meier plot
and log rank test. Cumulative incidence analysis gadculated using death as a competing event
for infections, acute or chronic GVHD. Cox proporal hazard model analysis was used to
identify independent risk factors for death, infest and acute or chronic GVHD, reviewed in
the context of hematopoietic cell transplantatidfidin et al, 2001]. The variables included in
the model were those that were marginally significp-value< 0.10, in the univariate analyses.
Non-parametric (Wilcoxon and Mann-Whitney) testsrevetilized to compare TREC levels
between patients with high and low disease risk lagfdre and during ongoing acute GVHD.
All p values were two tailed and a value <0.05 was densd to indicate statistical significance.

The analysis was done using the SPSS 10.0 StaliSidtware (Chicago, lllinois, 1992).



Anexos 87

Results

Correlation between TREC levels and age

Because in this study we used a modified assayR&tC detection, we wanted to confirm that it
gives similar results to previous studies [Morgtiale 2004, Svaldi et al, 2003]. To this end, we
analyzed relation between TREC levels and age améxpected, observed a highly significant
negative correlation in healthy control individuas well as in patients before transplantation

(r=-0.46 and r=-0.70, respectivelys@0001).

TREC levels and high/low risk disease

Although the pre-transplant TREC levels have bemvipusly associated with post-transplant
prognosis [Clave et al, 2005], we sought to replbit analysis in our population of patients
because it had a much bigger proportion of malighéagh risk diseases (27% vs 1% in Clave el
al, 2005). Indeed, we observed higher levels ofETR in patients with no high risk
disease(nonmalignant, low and intermediate ristgngaring to high risk disease patients in both
adult and children populations (p<0.001, Figuresad®l 5B), thus making critical the inclusion

of this factor in the further analysis.

TREC levels and survival

Using receiver operating characteristic (ROC) cuwe found a cut-off value of 134 TREC/ug
of lymphocyte DNA that discriminated between pasetinat survived or not at least 6 months
after transplantation (65% of sensitivity and 60#sjpecificity). Based on this cut-off, patients
were divided into “high” and “low” TREC groups. Wserved higher survival in “high” TREC
group (p=0.028) (Figurel) with almost twice more survivams‘high” TREC group vs “low”

TREC group at 18 months after transplantation (6&8% 37%, respectively). Applying a
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multivariate analysis including TREC level, cellusce (peripheral blood), recipient age (>25
years), ABO incompatibility, sex mismatch, and higdgk disease, we found that worse survival
was independently associated (p<0.05) to low TRERes before transplantation (RR: 2.6) and
high risk disease (RR: 2.2) (Table 2).

We also observed a higher incidence of grades I&GVHD (Figure 2) among low TREC
patients (p=0.02), with incidence of aGVHD gradéMlin high and low TREC groups of 25.7%
and 57.8%, respectiveliultivariate analysis showeithatlow TREC levels (RR 2.5, p<0.03)
and the antecedent of high risk disease (RR: 5@028) were independently associated with
increased incidence of aGVHD grades II-1V (Table 2)

Although we did not find association between TRE&vels and cGVHD, the expected
associations of cGVHD with age [Ringden et al, 198%kinson et al, 1990, Kondo et al, 2001]
and source of cells for transplant [Mohty et alp20Anderson et al, 2003; Cutler et al, 2001]

were detected (Table 2).

TREC levels and infections

Next we performed the same analysis for bactendl @tomegalovirus infection. There was
higher incidence of severe bacterial infection he tow TREC (42%) compared to the high
TREC (8.5%) group (p=0.005) (Figure 3). Considewtiger variables, only low TREC level and

peripheral blood as a source of transplant indepathd associated to bacterial infections (RRs:
6.6 and 4.2, respectively) (Table 2). CMV infectimas also more frequently observed in the
low TREC patients (63% vs. 22%, p<0.03) (Figure E)rthermore, low TREC values before
transplantation and high risk disease had independgact on the incidence of CMV infection

(Table 2).
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Post-transplant TREC levels in relation to acute GWHD

Having the result that pre-transplant thymus fuorctvas associated with aGVHD, we wondered
if thymus output after transplantation (i.e. TREWdls) would also be related to aGVHD. For
this purpose we assessed TRECs levels in bloodlsanapllected before (pre-aGVHD) and
during aGVHD from 16 patients. The time period betw pre-aGVHD and aGVHD samples
was 11.58 days. Comparing TREC levels between pre-aGVHD aG¥HD samples, we
observed increased levels during aGVHD (147 vs. 4&ECs/ug of lymphocyte DNA,
p=0.015) (Figure 2). One could suggest that thiffemince could be explained by gradual
increase in TREC levels after transplantation. mclv case, the larger time distance between
pre-aGVHD and GVHD samples, the larger would be ittement in TREC levels. The
analysis, however, showed no correlation betwestace in time and TREC levels (data not
shown). In addition, there was no correlation betweumber of days after transplantation (17 to
49 days) and TREC levels in this time period. Tihdicates that we have observed increase in
TREC levels associated with aGVHD independentlyogarall increase in TREC levels after
transplantation which occurs more evidently after third post-transplant month [Hochberg et

al, 2001; Chen et al, 2005].

Discussion

It has been postulated that a good immune recaotetit after HSCT means a better
prognosis for the patients under stem cell tramgateon [Parkman et al, 2006; Kim et al, 2006].
The evaluation of immune reconstitution assesse@RiyC quantification has been a matter of
research, it is now possible to determine the imphathis variable in the clinical settingdere,

we analyzed the impact of pre-transplant thymicfiom in patients undergoing a HSCT. It has
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been recently reported that TREC levels correltagubst-transplant outcome [Clave et al, 2005;
Chen et al, 2005]. However, it may be suggestetl TREC levels represent a risk factor for
post-transplant outcomes secondary to high/lowdiskase patient status, especially considering
a strong relation between disease risk and TREE€Id&iFigure 5A and 5B). Differently from
previously published work [Clave et al, 2005], wadhanalyzed a cohort of patients with much
higher proportion of malignant high risk diseadest allowed us to address the above mentioned
concern. In fact, we observed similar results ® pheviously published work showing TREC
levels as a surrogate marker for complication &f#8CT independently on the disease risk.

Interestingly, we found that low TREC levels wassociated with higher probability of
bacterial infection and aGVHD. This suggests tHRET levels are not just associated with high
or low T cell response after transplantation batheareflect an overall response to damage as
well as potential capacity to establish immune hostesis after transplantation. Indeed, in the
setting of high risk disease, patients were trepteat to transplantation with multiples cycles of
chemotherapy and/or radiotherapy, potential coatoits to thymic injury. Cortical and
medullary thymic epithelial cells are dramaticadljered after radiotherapy and chemotherapy
[Adkins et al, 1988, Mackall et al, 1995] and damagthis thymic stromal compartment affects
functions as attraction of hematopoietic precurgorthe thymus and functional maturation of
newly generated T cell precluding normal thymoay¢eelopment [Hollander et al, 1995] and
probably TRECs generation.

Diminished levels of TRECs has been related inepédi with ongoing chronic GVHD or
with an previous history of acute or chronic GVH®dinberg et al, 2001; Talvensaari et al,
2002], although others studies have failed to destrate a direct association of TRECs levels
with acute or chronic GVHD [Storek el al, 2001;ddberg et al 2001]. In a mouse model of
aGVHD, TREC levels were analyzed in spleen and tisyfvut not in bloods making the direct

comparison of these experiments in mice with owults complicate [Krenger et al, 2004].
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TREC levels during acute GVHD have not been reponepatients. With this purpose, we
performed this analysis and observed an increa3&&{Cs levels during ongoing acute GVHD
in relation to two weeks pre-aGVHD. Interestinghgrein observed increase in TREC levels
during acute GVHD is very similar to our previousservation of increased TREC levels during
acute cardiac rejection [Morgun et al, 2004] sugggshat similar events may be going on in
these two pathological processes in blood. Theaggtion of these results, on one hand, could
be an increased output of TREC positive naive Tsaeto circulation, stimulated by the ongoing
immune response [Chen et al, 2005]. On the othed,hthis result might indicate the exit of
activated/effector cells from the circulation intrget tissues and a consequent increase in naive
T cell pool in the blood. Having in mind the lintitans of our analysis (small number of patients
and indirect comparison), we think that additiomesearch is necessary in order to draw
definitive conclusions about changes in post-treargplr REC levels in relation to aGVHD.

In this work we could demonstrate a relatively eag&y of normalizing TREC values
determined by RT-PCR, without the concomitant nieedlow cytometry to estimate numbers
of CD3+ cells. And it was interesting to notice ttlaacut-off value established by ROC-curve
analysis, which could discriminate between goodbad prognosis, was similar to the value
found at 68 percentile, after TREC values distribution in meriles from published
works[Clave et al, 2005; Chen et al, 2005] .Using cut-off, we could observe very similar to
the previously published results in relation torallesurvival, acute GVHD, bacterial and CMV
infections [Clave E et al 2005]. It was a intenegtidea that a cut-off value could be determined
by distributing values found in a group patientsgddependent of the methods used for its
determination. Finally, we have shown a diseadeassone the most important sources of TREC
levels variability in patients before HSCT. Furtlstmdies should consider this factor along with
other factors such as age in order to establish MREC levels can be used in diagnostic

practice.
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In conclusion, our results further support the idleat the thymic competence before
transplantation is a critical factor for a good gmosis after hematopoietic stem cell

transplantation.
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Table 1. Patients’ characteristics.

Characteristics N:62
Recipient age, median ( range) 26(2-58)
Age over 25y 31

Diagnosis, n°
Acute Limphoblastic Leukemia 12
Acute Myeloid Leukemia 16
Myelodysplastic Syndrome 7
Aplastic Anemia 6
Hodgkin disease 2
Chronic Myeloid Leukemia 9
Non Hodgkin Lymphoma 10

Risk Disease*, n°
Nonmalignant

Malignant low risk 6
Malignant intermediate risk 25
Malignant high risk 14
17
GVHD prophylaxys, n°
CSA + MTX 42
CSA 13
Others 7
Conditinioning Regimen, n°
Bussulphan based 39
TBI based 13
Others 10
Engraftment in days , median (range) 14(10-25)
Median cells infused ( range)
TNC/Kg x10° 7.0(2.3-11)
CD34/Kg x10° 4.9(2.1-12)
Cells Source
Bone Marrow 30
Peripheral blood stem cell 32
Major ABO incompatibility 13
Acute GVHD
Absent 31
Grade I 8
Grade II-IV 23
Chronic GVHD
Absent 18
Localized 11
Extensive 23
Cytomegalovirus reactivation 22
Severe Bacterial Infection 14
Fungical infection 3
Relapse 6
Follow up in months , median (range) 18(0.5-60)

CSA-cyclosporine, MTX-methotrexate, TBI-total badyadiation, TNC — total nucleated cell, GVHD — fjnaersus
host disease.
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Table 2. Cox Model Analisys

94

Univariate Multivariate
p RR Cl p
Overall Survival
Low TREC 0.028 2.6 1.1-6.3 0.032
Age more than 25y 0.47 - -—-- 0.39
F-M vs others 0.64
Peripheral blood vs bone marrow  0.13 mem e e
High risk disease vs others 0.05 2.2 1.1-4.7 0.044
ABO Incompatibility 0.26 ---- - ---
Grade II-IV acute GVHD
Low TREC 0.026 25 1.3-5.9 0.031
Age more than 25y 0.036 0.15
M - H vs others 0.035 - — 0.94
Peripheral blood vs bone marrow ~ 0.40
High risk disease vs others 0.02 5.2 1.2-5.9 0.025
ABO Incompatibility 0.26
Extensive chronic GVHD 0.54
Low TREC 0.48 0.11
Age more than 25y 0.008
M - H vs others 0.42 0.14
Peripheral blood vs bone marrow  0.005 —_—
High risk disease vs others 051 ——- - ——-
ABO Incompatibility 0.19 —— -
Bacterial Infection
Low TREC 0.005 6.6 1.7-25 0.006
Age more than 25y 0.090 —— - 0.95
M - H vs others 0.69
Peripheral blood vs bone marrow  .037 4.2 1.2-15.6 0.028
High risk disease vs others 0.36
ABO Incompatibility 0.43 ——- - ——-
Cytomegalovirus infection
Low TREC 0.033 2.8 1.4-5.7 0.039
Age more than 25y 0.15 0.59
M - H vs others 0.65
Peripheral blood vs bone marrow .93 —- - ——
High risk disease vs others 0.16 ——- - ——-
ABO Incompatibility 0.23 ——- - ——-

(F—M) denotes female donor into male recipient, RRdatks relative ratio

95% ClI, 95% confidence interval
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Figure 1A: Comparison of TRECs levels betweégh hrisk disease (N:7) and others (nonmaligniamt, and
intermediated risk disease ; N: 24) in childrerobef stem cell transplantation (p<.001).1B) Congmari of TRECs
levels between high risk disease (N:10) and sthed others (nonmalignant, low and intermediagtddisease;

N: 21) and in adults before stem cell transplamtafp<.001)
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Overall Survival
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Figure 2. Overall Survival after stem cell transplantatstratified by TREC levels. Patients with
high TREC (N:35) are shown as solid line while pagients with low TREC (N:27) is plotted
as dashed line. Log rank P:028
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Grade lI-1V acute GVHD
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Figure 3: Cumulative incidence of acute GVHD in low levdREC (N:27) group compared with

high level group (N:32). Patients with high TRE@ ahown as solid line while the patients with
low TREC is plotted as dashed line. Log rank28.0
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Bacterial Infection
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Figure 4: Cumulative incidence of bacterial infection imi¢evel TREC (N:27) group compared
with high level group (N:32). Patients with high ER are shown as solid line while the patients
with low TREC is plotted as dashed line Log rank@5
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Cytomegalovirus Infection
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Figure 5. Cumulative incidence of cytomegalovirus infectionlow level TREC (N:27) group
compared with high level group (N:32). Patientshwiigh TREC are shown as solid line while

the patients with low TREC is plotted as dashed liog rank p:.027
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Anexos
Anexo 2.Caracteristicas clinicas dos pacientes incl  uidos no estudo
NUmero R RC Profilaxia Risco Fonte de [ Incompat | Incompat
Paciente Array Amosira SR D (anos) RC ablacéo GVHD Doenca Status a0 TMO da célula ABO | Sexo (F—M)
Doenca
1 85499| TMO292| M | F | 51 BuCy MA CSA+MTX LMA com displasia multilinhagem Remisséo parcial alto SP ausente Sim
2 85500{ TMO297| M | M| 58 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO ausente N&o
3 85501| TMOO44| F | F| 39 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase acelerada Interm MO ausente N&o
4 85523| TMO628| M | M| 21 TBI+Cy MA CSA+MTX LLA pr6 B 12 Remissao completa | baixo SP ausente Néo
5 85544| TMO020| F | M| 53 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO ausente N&o
6 85551| TMO266| F | M| 23 BuCy MA CSA+MTX | LMA -minimamente diferenciada (FAB-MO) Refratéria alto MO ausente Né&o
7 85552| TMO456| M | M| 33 BuCy MA CSA+MTX SMDAREBII | - alto SP ausente N&o
8 85553| TMO409| M | M| 54 FluBu MA CSA+MTX LMA sem maturacdo (FAB-M1) 12 Remissdo completa | baixo SP maior Nao
9 85554| TMO362| F | M| 56 Mel140 RTR CSA+MTX MM IgG kappa IlIA Refratario alto SP ausente Nao
10  |85555[TMO076{ M | M| 51 BuCy MA CSA+MTX LMA com displasia multilinhagem Refratéria alto SP ausente Né&o
11  |85556{TMO524| F | F| 50 FluBu MA CSA+MTX LNH T/ Micose Fungdide T3NOMO Refratario alto SP ausente Néo
12 |85557|TMO148| F | M| 46 buCy MA CSA+MTX LMMC Agudizada 12 Remissdo completa [ alto SP menor Néo
13 |85558( TMO433| M| F | 31 BuCy MA CSA+MTX LMA com displasia multilinhagem 12 Remissao completa | baixo SP menor Sim
14 |85559[TMO523| F | F| 23 BuCy MA CSA+MTX LBA Monocitica/T 12 Remissdo completa [ alto SP maior Nao
15  |86801| TMO254| F | M| 33 BuCy MA CSA+MTX SMD hipocelular [ - baixo MO ausente Nao
16 |85560{ TMOS88| F | F| 29 BuCy MA CSA+MTX SMPC inclassificavel interm MO ausente N&o
17 |85575[TMO525[ M | M| 17 TBI+Cy MA CSA+MTX LLAT 22 Remissdo completa | interm SP ausente N&o
18 |85572[ TMO219| F | M| 46 CyMel RTR CSA+MTX Linfoma Folicular Grau Il IVB 32 recidiva alto SP ausente Néo
19  |85581[ TMOS54| M | M| 32 TBI+Cy MA CSA+MTX | LMA -minimamente diferenciada (FAB-MO) Remissdo parcial alto SP ausente Néo
20 [85582|TMO440| F | M| 55 FluBu MA CSA+MTX LBA monocitica/T 12 Remissdo completa [ alto SP menor Nao
21  |85583|TMO243| M| F | 57 CyMel RTR CSA+MTX LNH Linfoplasmocitide VB Refratario alto MO ausente Sim
22 |85584|TMO457| M| F | 25 CyMel RTR CSA+MTX LHEN IVB recidiva apds autélogo| alto SP ausente Sim
23 |85591|TMO240| F | F | 49 BuCy MA CSA+MTX HPN Fase hipocelular interm MO ausente N&o
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Nimero Enxertia aGVHD - " Biopsia- | Diagndstico | cGVHD | Diagnéstico CGVHD . ”
paciente | A" O | ecariias) | Graduagio | 20VD Porsito AGVHD | aGVHD (dias) | extensio |cGVHD (dias) | po de infcio | cI0es) [Stetus Causa do obit
1 |85499|TM0292 13 graull Figado G1/ Pele G1 sim-pele 38 extenso 100 progressivo 277 | morto GVHD crbnico + Sepse
2 |85500] TMO297 18 graull Figado G1/ Pele G2 ndo 43 auséncia e 81 morto GVHD agudo + Pneumonite por CMV
3 |85501| TMOO044 12 graulll | Pele G2 ffigadoG2 | TGI G2 Néo 21 extenso 100 progressivo 037 {wvivwo]| e
4 85523 TMO628 12 grau l Pele G2 sim-pele 33 extenso 223 (uiescente 631 vivo | e
5 85544 TM0020 19 ausneia | 0 e | e extenso 132 de novo 594 | morto GVHD crbnico
6 85551 TMO266 17 grau Ill Figado G2 /TGl G2 sim-intestino 49 extenso 159 (uiescente 938 viwo | e
7 |85552| TMO456 14 ausneia | 0 e | e extenso 114 de novo 805 vvo [
8  [85553| TMO409 12 auséncia | 0 - [ e extenso 161 de novo 871 vwo |
9 |85554| TMO362 12 grau lll | Pele G3/ Figado G2 /TGIG2 Néo 22 auséncia e 189 | morto Pneumonite por CMV
10 |85555| TMOO76 14 grau lll TGl G2 [Figado G2 Néo 2 auséncia e 38 morto GVHD agudo + Sepse
11 [85556) TMO524 11 auséncia | 00 - [ e extenso 83 de novo 723 vwo [
12 |85557| TMO148 16 grau ll Pele G1/TGI G2 sim-pele 39 extenso 159 (uiescente 474 | morto Recaida
13 |85558| TMO433 14 graull Pele G2 [TGI G1 ndo 23 extenso 17 quiescente 832 viwo | e
14 [85559) TMO523 12 ausneia | 0 e | e extenso 175 de novo 742 vvo [
15 [86801) TMO254 16 auséncia | e [ e extenso 168 de novo 872 vvo [
16 [85560| TMO588 20 auséncia | 00 - [ e extenso 200 de novo 597 vwvo [
17 [85575| TMO525 13 ausneia | 0 e | e extenso 202 de novo 676 | morto GVHD cronico +PTLD
18 |85572| TM0219 14 graulV | Pele G3 [Figado G2/ TGI G2 Néo 30 auséncia e 35 morto | GVHD agudo+ sepse de foco pneumdnico
19 |85581) TMO554 11 graull | Figado G1/ Pele GL/TGI G1 Néo 19 auséncia e 209 | morto Recaida
20 |85582| TMOA440 13 auséncia | - [ e auséncia e 174 | morto Recaida
21 |85583| TM0243 21 auséncia | 000 - | e auséncia e 076 |{vivo|
22 |85584) TMO457 16 ausneia | 0 e | e auséncia e 284 | morto Recaida
23 |85591) TMO240 20 graull Figado G1/ Pele G1 sim-pele 40 extenso 147 (uiescente 443 | morto GVHD crnico+ Neurotoxoplasmose
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- Risco
Nlimero L1 IR RC Profilaxia Fonte de [ Incompat | Incompat
Paciente Array [Amostra R 5D (anos) RC ablagdo GVHD Doenga Status a0 TMO da celula ABO | Sexo (F—M)
Doenca
24 |85596| TMO485[ M | M| 33 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica haixo MO ausente N&o
25 |85647|TMO209| M| F| 63 [ButATG+Flu| RTR CSA+MTX SMDAR | e haixo SP menor Sim
26 |85882| TMO18L[ M| M| 33 BuCy MA CSA+MTX LMC 2% Fase Cronica interm SP ausente Nao
27  |85883| TMOS57| F | F| 37 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO ausente N&o
28 |85648| TMO108| M| F| 32 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo SP maior Sim
29 86802/ TMO6B3| F | M| 42 BuCy MA CSA+MTX SMDAREBII | e alto SP ausente Ndo
30 85649 TMO579| F | M| 48 BuCy MA CSA+MTX SMDAREBII | e alto SP ausente Nao
31 |85650| TMO427( M| F | 43 FluBu MA CSA+MTX Leucemia Mielgide Cronica Fase Crbnica haixo SP ausente Sim
32 |85651| TMQO67| F | F| 55 CyMel RTR CSA+MTX LMMC Fase Blastica alto SP ausente Nao
33 |85662| TMO365[ M | M| 30 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO ausente Nao
34 |86980) TMO620| M | M [ 54 TBI+Flu RTR CSA+MMF LNH da Zona do Manto IlIA Remissdo haixo SP ausente Ndo
35 |85809| TMOS89( M| F | 17 TBI+Cy MA CSA+MTX LLApr6 B 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Sim
36 |85884| TMOG35| M | M| 37 BuCy MA CSA+MTX AMG | e ndo maligf MO menor Ndo
37 85889 TMO403[ F | F| 43 BuCy MA CSA+MTX LLAPré B 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Nao
38 |86804| TMO298| M | F | 44 CyMel RTR CSA+MTX LNH Folicular Grau Il 32 recidiva alto SP ausente Sim
39 |85877|TMO607| F | F| 17 BuCy MA CSA+MTX ANG | e ndomaligf MO | ausente Nao
40 185876/ TMO093| F | M| 16 BuCy MA CSA+MTX SMD hipocelular | - haixo SP ausente Nao
41 |85875/TMO163| F | F| 28 BuCy MA CSA+MTX AMG | e ndo maligf MO menor Ndo
42 |85874| TMO526| F | M| 24 BuCy MA CSA+MTX LMA sem maturagdo (FAB-M1) 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Nao
43 |85873|TMO231| F | F| 36 BEAM MA CSA+MTX LNH Anaplésico IVB Refratario alto SP ausente N&o
44 |85872| TMO685| M| M| 36 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Acelerada interm MO ausente Nao
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Nimero Enxeria | aGVHD - " Biopsia- | Diagndstico | cGVHD | Diagndstico | cGVHD . .
Paciente Atay Amosta medular(dias) | Graduagéo %GVHD porsito aGVHD | aGVHD (dias) | extensdo |cGVHD (dias) | tipo de inicio Segles) Sats Causa do oo

24 85596) TMO485 22 ausncia | 000 - [ e extenso 207 (e novo 305 | morto GVHD crbnico + Pneumonite por CMV

25 |85647) TMO209 12 auséneia |00 - [ e extenso 108 de novo 5 |Jwo| 0 e

26 |85882| TMO18L 14 graull Pele G1/ TGI G1 sim-pele 3 extenso 169 Quiescente | 1084 [wvwvo|

27 |85883| TMOB57 19 ausneia | 000 - | e localizado 159 (e novo 55 Jwvivo] 0

28 |85648| TMO108 13 auséneia [ 00 - [ e extenso 186 de novo 00 || e

29 86802| TMO683 14 graull Pele G2 [TGIG2 N&o 62 auséncia e 64 | morto Sepse

30 [85649) TMO579 12 grau |l Pele G2/ TGI G1 sim-pele 25 extenso 306 quiescente 9 fwvwvo| e

31 |85650| TMO427 17 grau lll | Pele G2/ Figado G2/ TGIG2 |  sim-pele 3 extenso 113 (uiescente 854 Jwwo|

32 |85651) TMOO67 11 auséneia |00 - | e localizado 158 (e novo 1wl Jwivo| e

33 |85662| TMO365 17 auséneia [0 - [ e auséncia T s 883 wvwo|

34 186980] TMO620 14 ausneia | 000 - [ e localizado 152 (e novo 658 |wvvo]|

35 |85809) TMO589 11 auséneia [ 000 - [ e extenso 136 de novo 5 v

36 |85884) TMO635 29 ausncia | 000 - [ e extenso 102 (e novo 613 v

37 [85889) TMO403 14 graulll | PeleG2 [FigadoG2 ITGI G3 N&o 3 auséneia e s 53 [ morto GVHD agudo + Sepse

38 [86804| TMO298 16 grau ll Pele G3 sim-pele 3 auséneia i s ¥ || e

39 |85877) TMOG07 2 ausneia | 000 - [ e auséncia e s 180 [ morto Perda do Enxerto + Sepse

40 185876/ TMO093 10 auséneia |00 - [ e localizado 750 de novo 198 |wwo| 0 e

41 185875/ TMO163 19 ausncia | 000 - [ e extenso 140 (e novo 0 || 0 e

42 185874/ TMO526 11 auséneia |00 - [ e extenso 174 de novo W v 0

43 |85873[ TMO23L 11 grau Il Pele G3/ TGI G3 sim-pele 25 extenso 95 quiescente 863 |wvwvo| -

44 185872 TMOG85 14 ausneia | 000 - [ e localizado 92 (e novo 48 Jvivo] 0




Risco

Nlmero L IR RC Profilaxia Fonte de |Incompat | Incompat
Paciente Artay mostra BR 5D (anos) RC ablagdo GVHD Doenga Status a0 THO da célula ABO [ Sexo (F-M)
Doenca
45 185871 TMOQ08| F | M| 41 BuCy MA CSA+MTX AG ndomaligf MO | ausente Nao
46 [85870]TMO408| F | M| 17 BuCy MA CSA+MTX | LMA -minimamente diferenciada (FAB-MQ) Refrataria alto SP ausente N&o
47  [85815|TMO725| M| F [ 39 BuCy MA CSA+MTX Leucemia Mieldide Cronica Fase Cronica haixo MO | ausente Sim
48 |85814| TMO71L[ M| M| 55 TBI+Flu RTR  [CSA+MMF Leucemia de Células Plasmaticas Remisséo parcial alto SP ausente Nao
49  |85813|TMO716) F| F| 69 TBI+Flu RTR | CSA+MMF SMDAREBII [ - alto SP | ausente Néo
50 [85810]TMO741| F | M| 46 TBI+Flu RTR | CSA+MMF Linfoma Folicular Grau Il IVA 3% Recidiva alto SP ausente Ndo
51 [85914] TMO704| F | M| 38 TBI+Cy MA CSA+MTX LLApré B 12 Remissdo completa |  haixo SP ausente N&o
52 185915| TMO606| M| M| 30 FluBu MA CSA+MTX| LMA -minimamente diferenciada (FAB-MO) Refrataria alto SP ausente Nao
53  [86243|TMO762| F | F [ 50 BuCy MA CSA+MTX| LMA minimamente diferenciada(FAB-MO0) | 12 Remissdo completa | baixo SP menor N&o
54 186320] TMO790[ M| M| 51 TBI+Flu RTR  [CSA+MMF LHEN IVB Recidiva apos autdlogo| alto SP ausente Nao
55  |86800] TMOT784| F | F| 46 TBI+Cy MA CSA+MTX LMA com maturago (FAB-M2) Refratéria alto SP maior Nao
56  [86798] TMO796| F | M| 22 TBI+Cy MA CSA+MTX LLAT 2% Remissdo completa | Interm SP maior N&o
57 |86716)TMO794| F | M| 52 TBI+Flu RTR  [CSA+MMF MM IIIA AlgG Kappa Recidiva apos autdlogo| alto SP menor Nao
58  [86997]TMO809| F | M| 36 BuCy MA CSA+MTX LMA com maturacdo (FAB-M2) 12 Remissdo completa |  haixo SP ausente N&o
59  |86319]TMO125[ M| F| 32 TBI+Cy MA CSA+MTX LNH Linfoblastico IVB Remisséo parcial alto SP ausente Sim
60 |86318]TMO206) F | M| 20 BEAM MA CSA+MTX LHEN IVB Refratario alto SP | ausente Néo
61 |86313]TMOL26| M| F| 17 BEAM MA CSA+MTX LHEN IVB Refratério alto SP maior Sim
62 [86312]TMO342| M| F [ 22 BuCy MA CSA+MTX | LMA -minimamente diferenciada (FAB-MQ) Refrataria alto SP ausente Sim
63 [86311]TMO377| F| M| 18 BuCy MA CSA+MTX LLAPréB 12 Remissdo completa |  haixo SP ausente N&o
64  |86259| TMO304| F| M| 53 Mel 140 RTR CSA+MTX MM IgG kappa llIA Refratario alto SP ausente Ndo
65 [86258] TMO481| M| F [ 47 BuCy MA CSA+MTX SMD hipocelular | - haixo SP maior Sim
66 |86254] TMO662| F | F| 55 TBI+Flu RTR | CSA+MMF| Leucemia Monoblastica aguda (FAB:M5a) | 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Nao




Nimero Enxertia aGVHD - " Biopsia- | Diagndstico | cGVHD [ Diagndstico cGVHD . "
Paciente Ariay (Amostra medular(dias) | Graduagéo aGVHD por sit aGVHD [aGVHD (dias) | extensdo |cGVHD (dias) | tipo de inicio Seg(dlas) |Status Causa do dbito
45 |85871{ TMOOO08 20 auséncia | 0 e | e auséncia e 218 |vivo|
46 |85870[ TMO408 12 graull Pele G2 /TGI G1 sim-pele 50 auséncia e 142 | morto Recaida
47 |85815[TMOT725 20 auséneia | e | e extenso 182 de novo 521 vvo | e
48 185814/ TMOT711 14 auséncia | 000 - | e auséncia e s 231 vivo | e
49 185813/ TMO716 19 grau IV TGIG4 [FigadoG2 Nao 88 auséncia i s 166 | morto GVHD agudo
50 |85810{ TMO741 13 auséncia | 000 - | e extenso 21 de novo 338 | morto| GVHD cronico + desnutricdo protéico calorica
51 |85914[ TMO704 14 grau | Pele G2 sim-pele 37 auséncia e s 68 morto Aspergilose Pulmonar
52 |85915| TMOG06 18 auséncia | 00 e | e extenso 116 de novo 162 | morto Recaida
53 |86243| TMO762 12 graull Pele G2 /TGI G1 sim -pele 46 extenso 100 progressivo 255 vivo | e
54 186320{ TMO790 15 graull Pele G2/ TGI G1 Ndo 25 extenso 167 quiescente 384 | morto Recaida
55 [86800{ TMOT784 21 auséncia | 0 e | e extenso 125 de novo 415 vvo | e
56 186798/ TMO796 15 grau lll TGl G3 /PeleG3 Ndo 80 auséncia e s %8 morto GVHD agudo +Sepse
57  |86716[ TMO794 14 auséncia | 000 - | e extenso 210 de novo 246 | morto BOOP
58 186997 TMO809 14 auséncia | 000 - | e auséncia e s 164 | morto Recaida
59 186319 TMO125 10 auséncia | 000 - | e extenso 247 de novo 1184 |vivo|
60 |86318| TMO206 10 graull FigadoGLUTGIGL | - 29 extenso 261 quiescente 09 Jvivo|
61 |86313| TMO126 13 auséncia | 000 e | e extenso 151 de novo 1184 |vvo| e
62 |86312| TMO342 13 graulll | TGI G3/Figado G3 /PeleG2 Ndo 74 auséncia e s 8l morto GVHD agudo
63  |86311| TMO377 14 auséncia | 0 e | e auséncia e 150 | morto Recaida
64 86259 TMO304 13 auséncia | 000 - | e extenso 151 de novo 238 | morto GVHD crnico + Sepse
65 |86258| TMO481 18 grau IV Pele G4/ TGI 4/ Figado2 Ndo 36 auséncia e 44 morto GVHD agudo
66 |86254| TMO662 12 graull PeleG2/ TGI2 sim-pele 22 extenso 155 quiescente 396 | morto Recaida




Risco

NUmero L L IR RC Profilaxia Fonte de | Incompat | Incompat
Paciente Ariay (Amostra 5R 5D (anos) RC ablacéo GVHD Doenga Status a0 TMO da celula ABO | Sexo (F-M)
Doenca
67 |86253[TMO483| F [ F [ 48 BuCy MA CSA+MTX LMA com displasia multilinhagem 12 Remissdo completa| alto SP ausente Néo
68 |86252[ TMO363| F [ M| 47 BuCy MA CSA+MTX SMD hipocelular | - baixo SP ausente Néo
69 |87000{TMOO007| F [ F[ 38 TBI+Cy MA CSA+MTX LBA monocitica/B Refrataria alto SP ausente Néo
70 |87001|TMO482| F | M| 50 FluBu MA CSA+MTX SMDAREBII | e alto SP ausente N&o
71 |86791|TMO654| F | F| 41 BuCy MA CSA+MTX LMA com maturagéo (FAB-M2) 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Néo
72 |86790[ TMOO45[ M| F | 31 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO ausente Sim
73 |86789|TMO112[ F| F| 28 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Acelerada interm SP ausente Néo
74 |86787[TMO295[ M| M| 46 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO maior Néo
75  |86773[ TMO653[ M| M| 60 TBI+Flu RTR CSA+MMF LMA com maturagdo (FAB-M2) 12 Remissédo completa | baixo SP maior Néo
76 |86772[{TMOO09L| F| F| 48 BuCy MA CSA+MTX LMA com maturagéo (FAB-M2) 22 Remisséo completa | Interm SP ausente Néo
77 |86709|TMO717| M| F| 21 BuCy MA CSA+MTX AAG | e ndo maligl] MO ausente Sim
78 |86699/TMO386| F | F | 46 BEAM MA CSA+MTX LHEN IVB Refratério alto MO ausente N&o
79  |86330[{TMO336| M [ F [ 19 BuCy MA CSA+MTX LNH Linfoblastico T IVB Refratario alto SP ausente Sim
80 [86981[{TMO092| M [ M| 48 |Bu+ATG+ Flu RTR CSA+MTX MM IgA lambda I1IB Refratario alto SP menor Néo
81 |86983[TMO760| F [ F [ 17 BuCy MA CSA+MTX AAG | e ndo malig| MO ausente Néo
82 |86984[TMO783| F [ M| 30 BuCy MA CSA+MTX | Leucemia Monoblastica aguda (FAB:M5a) | 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Néo
83 |86982[TMO804[ F | M| 21 BEAM MA CSA+MTX LHEN IVB Refratario alto SP menor N&o
84 86714/ TMO808| F | F| 57 TBI+Flu RTR CSA+MMF LNH Folicular Grau Il 32 recidiva alto SP ausente Néo
85 [86323[TMO822| M| F [ 19 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO menor Sim
86 86324/ TMO82L[ M| M [ 52 TBI+Flu RTR CSA+MMF LMC Fase Cronica baixo SP ausente N&o
87 |86325/TMO815| M| M| 41 BuCy MA CSA+MTX LMA com maturagdo (FAB-M2) 12 Remissdo completa | baixo SP ausente Néo
88 86998/ TMO836( M| M| 45 BuCy MA CSA+MTX LMC Fase Cronica baixo MO ausente Néo
89 86999/ TMO837| F | M| 51 BuCy MA CSA+MTX | Leucemia Mielomonocitica Aguda (FAB-M4) | 12 Remisséo completa | baixo SP ausente Néo




N(mero Enxertia aGVHD - " Biopsia- Diagnostico cGVHD | Diagnéstico cGVHD ' -

Paciente Aray Amostra medular(dias) | Graduagdo aGVHD por sitio aGVHD |aGVHD (dias) | extensdo [cGVHD (dias) | tipo de inicio Seg(dias) (Status Causa do dbito
67 |86253| TMO483 11 grau lll FigadoG2/TGI2 | - 35 auséncia e 101 morto GVHD agudo + Artrite Séptica
68 86252/ TMO363 13 auséncia | 0 e | e extenso 261 de novo 897 vivo | e
69  |87000{ TMO007 15 grau Il Pele G1/ TGI G1 Nao 32 auséncia e 160 morto Recaida
70  |87001{ TMO482 19 auséncia | e | e extenso 200 de novo 211 morto GVHD cronico + Sepse
71 |86791| TMO654 12 grau lll Figado G2 sim-hepatica 20 extenso 108 guiescente 593 vivo | e
72 |86790| TMO045 15 grau lll Figado G2/ TGI G2 ndo 24 extenso 192 progressivo 210 morto GVHD crénico + Neurotoxoplasmose
73 |86789| TMO112 14 auséncia | 0 - ] e auséncia e 199 morto Sepse
74 |86787| TMO295 19 auséncia | 0 e | e extenso 106 de novo 1012 vivo | e
75 |86773| TMO653 14 auséncia | e | e auséncia e 610 vivo | e
76 86772/ TMO091 13 auséncia | e | e auséncia e 1204 vivo [
77 |86709| TMO717 19 grau | Pele G2 sim-pele 38 extenso 113 guiescente 417 vivo | e
78 186699 TMO386 15 grau lll TGI G3/ Figado G3 sim-intestino 40 auséncia e 41 morto GVHD agudo + Sepse
79 |86330{ TMO336 13 grau lll TGI G2/ Pele G2 sim-pele 40 auséncia e 59 morto GVHD agudo + CMV
80 86981 TMO092 13 auséncia | - | e extenso 121 de novo 1017 vivo | e
81  [86983| TMO760 18 auséncia | 0 e | e auséncia e 511 vivo | e
82 186984/ TMO783 13 auséncia | e | e localizado 155 de novo 363 vivo | e
83 186982 TMO804 13 graull | TGI G1/Pele G2/ Figado G1 N&o 21 auséncia e 343 vivo | e
84  |86714| TMO808 16 grau ll Pele G2 [Figado G1 Nao 30 auséncia e 127 morto Pneumonia Intersticial
85  [86323| TMO822 17 auséncia | e | e e auséncia e 326 vivo [
86 86324/ TMO821 19 auséneia | e | e[ e extenso 102 de novo 308 vivo | e
87 186325/ TMO815 11 auséncia | e | e extenso 171 de novo 318 vivo | e
88 186998/ TMO836 17 grau Il Pele G2/ TGI G1 sim-intestinal 33 auséncia e 150 morto Pneumonia Estafilocéccica
89 86999 TMO837 14 grau | Pele G1 sim-pele 25 auséncia e 266 vivo | e

SR: sexo do receptor ; SD : sexo do doador; IR: idade do receptor; RC: regime de condicionamento; aGVHD: doenca do enxerto versus hosdepeiro aguda;
c¢GVHD: doenga do enxerto versus hosdepeiro cronica; MA: mieloablativo; RTR : regiemde toxicidade reduzida; Bu: bussulfano; Cy: ciclofosfamida; TBI:
irradiagaoo corporal total: Flu: fludarabina; Mel : melpfalan : ATG: linfoglobulina; BEAM : carmustina, etoposide, citarabina e melphalan; CSA: ciclosporina;
MTX: metotrexate; MMF : micofenolato mofetil; SP: células periféricas; MO: medula dssea; AAG —Anemia Aplastica Grave; HPN — Hemoglobintria Paroxistica
Noturna; LBA- Leucemia Bifenotipica; LH —Linfoma de Hodgkin ; LLA -Leucemia Linféide aguda; LMA —Leucemia Mieldide Aguda; LMC-Leucemia Mieldide
Cronica; LNH - Linfoma Nao Hodgkin; MM-Mieloma Multiplo; SMD - Sindrome Mielodisplasica ; F—M: transplante de doador sexo feminino para receptor
masculino; GVHD agudo por sitio: *'G”’significa a graduacao por sitio acometido pela doenca do enxerto aguda; CMV : citomegalov



Anexo 3. C omposicao do Classificador de 233 genes

Clone Simbolo do Descricao
Gene

H200000646 DEFA4 defensin, alpha 4, corticostatin (DEFA4), mRNA.
H200005875 RNASE3 ribonuclease, RNase A family, 3 (eosinophil cationic protein) (RNASE3), mRNA.
H200011085 CTSG cathepsin G (CTSG), mRNA.
H200011001 ELA2 elastase 2, neutrophil (ELA2), mRNA.
H200006243 HPR haptoglobin-related protein (HPR), mRNA.
H200000469 MPO myeloperoxidase (MPO), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA.
H200019509 BEX1 brain expressed, X-linked 1 (BEX1), mRNA.
H200009720 GDF15 growth differentiation factor 15 (GDF15), mRNA.
H200009821 MYHI10 myosin, heavy chain 10, non-muscle (MYH10), mRNA.
H200011744 ALOX15B arachidonate 15-lipoxygenase, type B (ALOX15B), transcript variant b, mRNA.
H200008642 MAOA monoamine oxidase A (MAOA), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA.
H200004906 CDCAS8 cell division cycle associated 8 (CDCAS8), mRNA.
H200015984 HBO1 hemoglobin, theta 1 (HBQ1), mRNA.
H200011257 RIPK2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2 (RIPK2), mRNA.
H200000275 PSCD1 pleckstrin homology, Sec? and coiled-coil domains 1(cytohesin 1) (PSCD1), transcript variant 2, mRNA.
H200011281 Igk-V28 Immunoglobulin kappa chain variable 28 (V28)
H200000316 ADH4 alcohol dehydrogenase 4 (class II), pi polypeptide (ADH4), mRNA.
H200014737 PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) (PTGS2)
H200007941 TMOD1 tropomodulin 1 (TMOD1), mRNA.
H200014027 CA2 carbonic anhydrase II (CA2), mRNA.
H200005476 E3 coagulation factor III (thromboplastin, tissue factor) (F3), mRNA.
H200017397 PURG purine-rich element binding protein G (PURG), transcript variant A, mRNA.
H200009102 FLJ21272 Hypothetical protein FL]J21272
H200017533 THGIL TRNA-histidine guanylyltransferase 1-like (S. cerevisiae)
H200006961 HMBS hydroxymethylbilane synthase (HMBS), transcript variant 2, mRNA.
H200002660 Cllorfl Chromosome 11 open reading frame 1
H200015643 PBEF1 pre-B-cell colony enhancing factor 1 (PBEF1), mRNA.
H200014292 STK38L serine/threonine kinase 38 like (STK38L), mRNA.




aminolevulinate, delta-, synthase 2 (sideroblastic/hypochromic anemia) (ALAS2), nuclear gene encoding

H20001904] ALASZ mitochondrial protein, transcript variant 4, mRNA.

H200004352 HBD hemoglobin, delta (HBD), mRNA.

H200016970 LOC647979 | PREDICTED: hypothetical LOC647979, transcript variant 2 (LOC647979), mRNA.
H200014600 GOSR1 golgi SNAP receptor complex member 1 (GOSR1), transcript variant 2, mRNA.
H200014822 MRNA full length insert cDNA clone EUROIMAGE 1895238

H200014448 TMEMI176B | transmembrane protein 176B (TMEM176B), mRNA.

H200010342 BPI bactericidal/permeability-increasing protein (BPI), mRNA.

H200020633 CDNA FLJ25041 fis, clone CBL03194

H200012248 ADAMTS2 | ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 2 (ADAMTS?2), transcript variant 1, mRNA.
H200018390 TRSPAP1 TRNA selenocysteine associated protein 1

H200017053 ERAF erythroid associated factor (ERAF), mRNA.

H200013038 FBXL4 F-box and leucine-rich repeat protein 4

H200017694 PCDHB6 protocadherin beta 6 (PCDHB6), mRNA.

H200014442 TRIM65 tripartite motif-containing 65 (TRIM65), mRNA.

H200014375 ZNFE524 zinc finger protein 524 (ZNF524), mRNA.

H200009119 ZEP2 zinc finger protein 2 homolog (mouse) (ZFP2), mRNA.

H200015022 ITIH5 inter-alpha (globulin) inhibitor H5 (ITIH5), transcript variant 2, mRNA.
H200007969 CDNA: FLJ22110 fis, clone HEP18112

H200009355 METTLZA methyltransferase like 7A (METTL7A), mRNA.

H200019974 RAD51 RADS51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. cerevisiae) (RAD51), transcript variant 2, mRNA.
H200016982 AGRN agrin (AGRN), mRNA.

H200005341 HHAT hedgehog acyltransferase (HHAT), mRNA.

H200018080 ELOVL3 elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3, yeast)-like 3 (ELOVL3), mRNA.
H200007119 KLE5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) (KLF5), mRNA.

H200019894 | CACNA2D3 | calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta 3 subunit (CACNA2D3), mRNA.
H200011529 SRFBP1 serum response factor binding protein 1 (SRFBP1), mRNA.

H200017296 DKK3 Dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

H200016988 ANAPC4 Anaphase promoting complex subunit 4

H200012291 C210rf55 chromosome 21 open reading frame 55 (C210rf55), transcript variant 2, mRNA.
H200015094 ATXN7L1 Ataxin 7-like 1

H200015250 FLJ]40244 Hypothetical protein FL]40244

H200002607 SPIRE1 spire homolog 1 (Drosophila) (SPIRE1), mRNA.




H200017662 PRO2964 Hypothetical protein PRO2964

H200014723 CDNA FLJ12049 fis, clone HEMBB1001996

H200015350 DDX19A DEAD (Asp-Glu-Ala-As) box polypeptide 19A (DDX19A), mRNA.

H200003497 PRLR Prolactin receptor

H200002119 ADCY6 adenylate cyclase 6 (ADCY6), transcript variant 2, mRNA.

H200014086 CHSTI10 carbohydrate sulfotransferase 10 (CHST10), mRNA.

H200011322 FLJ10292 mago-nashi homolog 2 (FLJ10292), mRNA.

H200017362 IL1F6 interleukin 1 family, member 6 (epsilon) (IL1F6), mRNA.

H200018605 CDNA FLJ25271 fis, clone STM05584

H200019262 CDNA FLJ11723 fis, clone HEMBA1005314

H200006346 SNCA synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor) (SNCA), transcript variant NACP112, mRNA.
H200017000 EPB49 erythrocyte membrane protein band 4.9 (dematin) (EPB49), mRNA.

H200019373 MGC13219 | Hypothetical protein MGC13219

H200014134 FAM53B family with sequence similarity 53, member B (FAM53B), mRNA.

H200010278 BACH?2 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 2 (BACH2), mRNA.
H200006587 RGS2 regulator of G-protein signalling 2, 24kDa (RGS2), mRNA.

H200012604 IL1B interleukin 1, beta (IL1B), mRNA.

H200017325 IF127 Interferon, alpha-inducible protein 27

H200012695 Transcribed locus

H200012031 OTC Ornithine carbamoyltransferase

H200000451 IL1A interleukin 1, alpha (IL1A), mRNA.

H200013727 NDUEFS7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 7, 20kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
H200014514 ADARB2 adenosine deaminase, RNA-specific, B2 (RED2 homolog rat) (ADARB2), mRNA.
H200005869 ABCB4 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4 (ABCB4), transcript variant B, mRNA.
H200001408 SERP1 secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1), mRNA.

H200012113 Transcribed locus

H200005171 CAPNS2 calpain, small subunit 2 (CAPNS2), mRNA.

H200012645 UPB1 ureidopropionase, beta (UPB1), mRNA.

H200011582 THBS2 Thrombospondin 2

H200010246 ALDH3B2 | Aldehyde dehydrogenase 3 family, member B2

H200000028 CYP4F2 cytochrome P450, family 4, subfamily F, polypeptide 2 (CYP4F2), mRNA.

H200010979 SNIP1 Smad nuclear interacting protein 1 (SNIP1), mRNA.

H200008840 C120rf30 chromosome 12 open reading frame 30 (C120rf30), mRNA.




H200000684 POU6F1 POU domain, class 6, transcription factor 1 (POU6F1), mRNA.

H200014118 CREM cAMP responsive element modulator (CREM), transcript variant 21, mRNA.

H200010352 ETV1 Ets variant gene 1

H200013469 E2F7 E2F transcription factor 7 (E2F7), mRNA.

H200018501 RAB4B RAB4B, member RAS oncogene family

H200014865 CD207 CD207 molecule, langerin (CD207), mRNA.

H200006520 GAS6 growth arrest-specific 6 (GAS6), mRNA.

H200008742 HIBADH 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase

H200013312 CAV2 caveolin 2 (CAV2), transcript variant 2, mRNA.

H200021244 LOC645158 | PREDICTED: hypothetical protein LOC645158 (LOC645158), mRNA.

H200006773 NR4A3 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 (NR4A3), transcript variant 3, mRNA.

H200006911 GPNMB glycoprotein (transmembrane) nmb (GPNMB), transcript variant 2, mRNA.

H200017313 FGFR2 Fibroblas.t growth factor receptor 2 (b'acteria—expressed kinase, ke'ratinocyte growth factor receptor, craniofacial
dysostosis 1, Crouzon syndrome, Pfeiffer syndrome, Jackson-Weiss syndrome)

H200000507 SPTA1 Spectrin, alpha, erythrocytic 1 (elliptocytosis 2)

H200010953 ZNF659 zinc finger protein 659 (ZNF659), mRNA.

H200015790 PLEKHA5 | Pleckstrin homology domain containing, family A member 5

H200015220 G3BP1 GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1 (G3BP1), transcript variant 2, mRNA.

H200014721 SP8 Sp8 transcription factor (SP8), transcript variant 1, mRNA.

H200005086 CRISP3 cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP3), mRNA.

H200016920 CASR calcium-sensing receptor (hypocalciuric hypercalcemia 1, severe neonatal hyperparathyroidism) (CASR), mRNA.

H200021246 DTWD1 DTW domain containing 1

H200004325 ALPK3 alpha-kinase 3 (ALPK3), mRNA.

H200003661 TMEMI161A | transmembrane protein 161A (TMEM161A), mRNA.

H200009424 FLJ20920 hypothetical protein FLJ20920 (FL]J20920), mRNA.

H200012911 ZNF180 zinc finger protein 180 (ZNF180), mRNA.

H200008702 Transcribed locus

H200010515 ARID4A AT rich interactive domain 4A (RBP1-like)

H200021216 CDNA: FLJ21543 fis, clone COL06171

H200012785 ODE3 Outer dense fiber of sperm tails 3

H200001060 EXDL2 exonuclease 3'-5' domain-like 2 (EXDL2), mRNA.

H200004578 MSC Musculin (activated B-cell factor-1)

H200019074 Clorf77 chromosome 1 open reading frame 77 (Clorf77), mRNA.




H200010020 CABP1 calcium binding protein 1 (CABP1), transcript variant 1, mRNA.

H200007927 CDNA FLJ11519 fis, clone HEMBA1002348

H200002050 EPPB9 B9 protein (EPPB9), mRNA.

H200015633 SLC16A9 solute carrier family 16, member 9 (monocarboxylic acid transporter 9) (SLC16A9), mRNA.
H200015554 TBCCD1 TBCC domain containing 1 (TBCCD1), mRNA.

H200013901 NEK2 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2 (NEK2), mRNA.

H200016084 KCNAI0 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 10 (KCNA10), mRNA.
H200013302 PDESA phosphodiesterase 5A, cGMP-specific (PDE5A), transcript variant 3, mRNA.

H200003615 LINGO2 leucine rich repeat and Ig domain containing 2 (LINGO2), mRNA.

H200020557 PRO1787

H200013509 ASPM asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila) (ASPM), mRNA.
H200004857 ARHGEF11 | Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 11 (ARHGEF11), transcript variant 1, mRNA.
H200012740 ZNF498 zinc finger protein 498 (ZNF498), mRNA.

H200005118 JAM2 junctional adhesion molecule 2 (JAM2), mRNA.

H200007329 FPRL2 Formyl peptide receptor-like 2

H200000128 RAB5C RAB5C, member RAS oncogene family (RAB5C), transcript variant 2, mRNA.

H200020117 MTMRI1 myotubularin related protein 1 (MTMR1), mRNA.

H200009918 IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker)

H200016801 KLF15 Kruppel-like factor 15 (KLF15), mRNA.

H200013892 MLL2 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2 (MLL2), mRNA.

H200013248 FL]23577 KPL2 protein (FL]J23577), transcript variant 1, mRNA.

H200010620 IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) (IL6), mRNA.

H200015466 C170rf73 PREDICTED: chromosome 17 open reading frame 73 (C170rf73), misc RNA.

H200002181 CUTL2 cut-like 2 (Drosophila) (CUTL2), mRNA.

H200010025 ZMYND11 zinc finger, MYND domain containing 11 (ZMYND11), transcript variant 1, mRNA.
H200012539 EPHB2 EPH receptor B2 (EPHB2), transcript variant 1, mRNA.

H200012511 MARVELD2 | MARVEL domain containing 2 (MARVELD?), transcript variant 2, mRNA.

H200011103 TCE3 transcription factor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding factors E12/E47) (TCF3), mRNA.
H200007835 RHAG Rh-associated glycoprotein (RHAG), mRNA.

H200009578 MCFD2 multiple coagulation factor deficiency 2 (MCFD2), mRNA.

H200020015 Clone HQ0452 PRO0452

H200014776 CAMK2N1 | calcium/calmodulin-dependent protein kinase II inhibitor 1 (CAMK2N1), mRNA.
H200000477 MPP1 membrane protein, palmitoylated 1, 55kDa (MPP1), mRNA.




H200014380 POLRIE Polymerase (RNA) I polypeptide E, 53kDa
H200018203 WNT5B wingless-type MMTYV integration site family, member 5B (WNT5B), transcript variant 2, mRNA.
H200012914 ADCK4 aarF domain containing kinase 4 (ADCK4), mRNA.
H200014007 ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 (ACSL1), mRNA.
H200007924 AAK1 AP2 associated kinase 1 (AAK1), mRNA.
H200013423 LRRC45 leucine rich repeat containing 45 (LRRC45), mRNA.
H200011323 EIF5A2 eukaryotic translation initiation factor 5A2 (EIF5A2), mRNA.
H200020183 BPTE Bromodomain PHD finger transcription factor
H200006991 TFF3 trefoil factor 3 (intestinal) (TFF3), mRNA.
H200007061 DHER dihydrofolate reductase (DHFR), mRNA.
H200010677 C1QC complement component 1, g subcomponent, C chain (C1QC), mRNA.
H200010228 HRK harakiri, BCL2 interacting protein (contains only BH3 domain) (HRK), mRNA.
H200006330 PSPHL Phosphoserine phosphatase-like
H200015331 LRIT1 leucine-rich repeat, immunoglobulin-like and transmembrane domains 1 (LRIT1), mRNA.
H200018765 SLCI10A7 solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 7 (SLC10A7), transcript variant 3, mRNA.
H200017051 TRIM10 tripartite motif-containing 10 (TRIM10), transcript variant 2, mRNA.
H200008241 PAWR PRKC, apoptosis, WT1, regulator (PAWR), mRNA.
H200002047 NROB2 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 (NROB2), mRNA.
H200011855 C3orf32 chromosome 3 open reading frame 32 (C30rf32), mRNA.
H200013035 PCYT1B phosphate cytidylyltransferase 1, choline, beta (PCYT1B), mRNA.
H200018507 NF1 Neurofibromin 1 (neurofibromatosis, von Recklinghausen disease, Watson disease)
H200020374 MPP4 Membrane protein, palmitoylated 4 (MAGUK p55 subfamily member 4)
H200017676 CDNA FLJ11417 fis, clone HEMBA1000960
H200013024 MERTK C-mer proto-oncogene tyrosine kinase
H200000062 ITGA9 integrin, alpha 9 (ITGA9), mRNA.
H200014896 LOC150005 | Hypothetical protein LOC150005
H200004254 ABCC13 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 13 (ABCC13) on chromosome 21.
H200020917 HDACS Histone deacetylase 8
H200003915 TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 (TNFAIP6), mRNA.
androgen receptor (dihydrotestosterone receptor; testicular feminization; spinal and bulbar muscular atrophy;
H200011018 AR . . .
Kennedy disease) (AR), transcript variant 2, mRNA.
H200018921 OSBPL6 oxysterol binding protein-like 6 (OSBPL6), transcript variant 2, mRNA.
H200015834 C8orf51 Chromosome 8 open reading frame 51




H200016959 CXorf48 chromosome X open reading frame 48 (CXorf48), transcript variant 2, mRNA.

H200011192 WDR40A WD repeat domain 40A (WDR40A), mRNA.

H200008798 Cé6orf86 Chromosome 6 open reading frame 86

H200008323 C100rfl04 | chromosome 10 open reading frame 104 (C100rf104), mRNA.

H200002738 CHCHDS8 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 8§ (CHCHDS), mRNA.

H200020168 MSHb5 MutS homolog 5 (E. coli)

H200017177 MRNA; cDNA DKFZp43400212 (from clone DKFZp43400212)

H200014964 PCDHB7 protocadherin beta 7 (PCDHB7), mRNA.

H200004154 HMG20B high-mobility group 20B (HMG20B), mRNA.

H200002671 HCG9 HLA complex group 9

H200000678 KRT17 keratin 17 (KRT17), mRNA.

H200006588 CUL3 cullin 3 (CUL3), mRNA.

H200014029 EIF1AY eukaryotic translation initiation factor 1A, Y-linked (EIF1AY), mRNA.

H200017919 CDNA FLJ11849 fis, clone HEMBA1006709

H200009273 KIR3DX1 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, X1 (KIR3DX1), mRNA.

H200017938 CDNA FLJ13453 fis, clone PLACE1003205

H200002453 SRPX sushi-repeat-containing protein, X-linked (SRPX), mRNA.

H200015164 CNTNAP3 | contactin associated protein-like 3 (CNTNAP3), mRNA.

H200005952 PRIM2 primase, DNA, polypeptide 2 (58kDa) (PRIM2), mRNA.

H200010808 Cdorfl7 chromosome 4 open reading frame 17 (C4orf17), mRNA.

H200014857 EPN3 epsin 3 (EPN3), mRNA.

H200017002 HIGD1B HIG1 domain family, member 1B (HIGD1B), mRNA.

H200002068 MMAB methylmalonic aciduria (cobalamin deficiency) cblB type (MMAB), nuclear gene encoding mitochondrial protein,
mRNA.

H200005836 GNGT1 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma transducing activity polypeptide 1 (GNGT1), mRNA.

H200007530 MMP27 matrix metallopeptidase 27 (MMP27), mRNA.

H200004548 KRT32 keratin 32 (KRT32), mRNA.

H200003964 ZNF518 zinc finger protein 518 (ZNF518), mRNA.

H200006144 SERPINCI1 serpin peptidase inhibitor, clade C (antithrombin), member 1 (SERPINC1), mRNA.

H200006016 SH3GIL2 SH3-domain GRB2-like 2 (SH3GL2), mRNA.

H200018651 Randomized negative control

H200013760 KIAA1524 | KIAA1524 (KIAA1524), mRNA.

H200018679 SPON2 Spondin 2, extracellular matrix protein




H2NC000004 CDNA: FLJ23170 fis, clone LNG09984

H200015358 CDNA FLJ34007 fis, clone FCBBF1000349

H200018289 Transcribed locus

H200011272 MUC7 mucin 7, secreted (MUC7), mRNA.

H200002866 NDST3 N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan glucosaminyl) 3 (NDST3), mRNA.
H200007536 KALRN kalirin, RhoGEF kinase (KALRN), transcript variant 3, mRNA.
H200010912 DPY19L1P1 | Dpy-19-like 1 pseudogene 1 (C. elegans)

H200020668 Homo sapiens cDNA FLJ32951 fis, clone TESTI2008033
H200014187 TCF71.2 Transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box)
H200013920 NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73) (NT5E), mRNA.

H200015572 C70rf27 Chromosome 7 open reading frame 27




ANEXO 4: Desempenho do classifi

cador durante validacéo cruzada no grupo Treino (6

7 amostras)

. Numero de | Compound Dia_\gonal 1- 1- Support Bayesian o
Numero . Linear Nearest Compound | Classificacéo
Paciente Array | Classe genes no Cova_rlate Discriminant Nearest Ne_arest Centroid Vec'_[or Covariate da amostra

classificador | Predictor . Neighbor | Neighbor Machines .
Analisys Predictor

21 85871 O 149 NAO NAO NAO NAO NAO NAO IC erro

57 85572| 1 137 NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO erro

76 86254 1 89 NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO erro

17 85876 0 138 NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO erro

61 85649 | 1 171 NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO erro

12 85651| O 193 NAO SIM NAO NAO NAO SIM NAO Inclassificavel
22 85815 0 102 NAO SIM NAO NAO NAO SIM IC Inclassificavel
71 86243 1 129 NAO NAO SIM SIM NAO NAO IC Inclassificavel
62 85650 1 167 NAO NAO SIM SIM NAO SIM IC Inclassificavel
15 85884| 0 99 NAO SIM SIM SIM SIM NAO IC Inclassificavel
26 86716 O 124 NAO SIM SIM SIM NAO SIM IC Inclassificavel
33 86801 0 177 SIM SIM NAO NAO SIM SIM IC Inclassificavel
52 85501 1 111 NAO SIM SIM SIM NAO SIM IC Inclassificavel
63 86798 1 167 SIM SIM NAO NAO SIM SIM IC Inclassificavel
27 85915 0 114 SIM SIM NAO SIM SIM SIM IC Inclassificavel
31 86714 0 181 SIM SIM NAO SIM SIM SIM IC Inclassificavel
51 85551 1 106 SIM SIM SIM NAO SIM SIM IC Inclassificavel
60 85882 1 149 SIM SIM NAO SIM SIM SIM IC Inclassificavel
11 85648 0 169 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto

18 85875 0 139 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto

49 86980 0 110 SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM acerto

53 85554 1 153 SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM acerto

54 85555 1 119 SIM SIM SIM SIM SIM NAO SIM acerto

64 85889 1 112 SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM acerto

67 85914 1 81 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto




69 85499 1 152 SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM acerto
72 86320 1 158 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto
73 86318 1 74 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto
78 86791 1 165 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto
80 86709 1 147 SIM SIM SIM SIM SIM SIM IC acerto
81 86802 1 193 SIM SIM SIM NAO SIM SIM SIM acerto
2 85556 0 134 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
3 85559 0 166 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
6 85582 0 158 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
7 85583 0 173 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
8 85584 0 143 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
9 85596 0 174 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
10 85647 0 188 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
13 85662 0 179 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
14 85809 0 129 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
16 85877 0 161 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
19 85874 0 121 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
23 85814 0 81 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
24 85810 0 85 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
25 85883 0 166 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
28 85544 0 141 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
29 85552 0 120 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
30 86800 0 117 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
35 86311 0 126 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
37 86252 0 169 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
38 87001 0 90 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
39 86789 0 146 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
40 86787 0 151 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
41 86773 0 101 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
42 86772 0 128 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
47 86983 0 173 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
55 85557 1 186 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
56 85558 1 122 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
59 85591 1 132 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
65 85873 1 189 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto




66 85813 1 101 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
68 85870 1 152 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
70 85523 1 73 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
75 86258 1 176 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
77 86253 1 147 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
83 86330 1 190 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto
88 86999 1 198 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM acerto

Classe 0: auséncia de GVHD agudo; Classe 1: GVHD agudo; SIM : acerto do algoritmo; NAO: erro do algoritmo IC: amostra inclassificavel pelo

algoritmo Bayesian Compound Covariate Predicto; Inclassificdvel : amostras nao concordantes em 6 ou 7 métodos



ANEXO 5: Desempenho do classificador durante vali

dacéo cruzada no grupo Teste (22 amostras)

. Numero de |Compound Diqgonal 1- 1- Support Bayesian -
Numero : Linear Nearest Compound | Classificacdo
Paciente Array | Classe genes no Covquate Discriminant Ne_zarest Ngarest Centroid Vec@or Covariate da amostra

classificador Predictor Anali Neighbor | Neighbor Machines )
nalisys Predictor

4 85560 0 200 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto

5 85575 0 195 SIM SIM SIM NAO SIM SIM SIM Acerto
34 86313 0 187 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
36 86259 0 203 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
44 86323 0 195 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
45 86324 0 204 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
48 86984 0 213 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
74 86312 1 219 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
79 86790 1 211 SIM SIM SIM NAO SIM SIM SIM Acerto
82 86699 1 208 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
87 86998 1 206 SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM Acerto
89 87000 1 219 SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Acerto
32 86319 0 202 NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO Erro

43 86325| 0 184 NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO Erro

84 86804 1 198 NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO Erro

86 86997 1 203 NAO NAO NAO NAO NAO NAO IC Erro

1 85553 0 202 NAO SIM SIM SIM NAO SIM IC Inclassificavel
20 85872 0 191 SIM SIM NAO SIM SIM NAO IC Inclassificavel
46 86981 0O 225 NAO NAO NAO SIM NAO SIM IC Inclassificavel
50 85500 1 219 NAO SIM NAO SIM SIM SIM IC Inclassificavel
58 85581 1 217 SIM SIM NAO NAO SIM NAO IC Inclassificavel
85 86982 1 204 NAO NAO SIM SIM NAO NAO IC Inclassificavel

Classe 0: ausé ncia de GVHD agudo; Classe 1: GVHD agudo; SIM : acerto do algoritmo; NAO: erro do algoritmo IC: amostra inclassificavel

pelo algoritmo Bayesian Compound Covariate Predicto; Inclassificavel : amostras ndao concordantes em 6 ou 7 métodos




ANEXO 6. Genes diferencialmeexg@ressos no grupo sem GVHD agudo( Classe 0) lagéceao grupo
com GVHD agudo (classe 1)

Relac¢ao entre sem Simbolo do
Val Stri FDR* 1 Descripti
alor de p paramétrico AGVHD/ a GVHD** Clone gene escription

6.00E-07 0.00014 0.2512269 H200000646 | DEFA4 | defensin, alpha 4, corticostatin (DEFA4), mRNA.
ribonuclease, RNase A family, 3 (eosinophil cationic

1.30E-06 0.000151 0.4351157 H200003875 | RNASES | |\ o b\ A E3), mRNA.

5.30E-06 0.000412 0.3907423 H200011085 CTSG | cathepsin G (CTSG), mRNA.

2.56E-05 0.001272 0.4594606 H200011001 ELA2 | elastase 2, neutrophil (ELA2), mRNA.

2.73E-05 0.001272 0.3871491 H200000469 mpo | mveloperoxidase (MPO), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, mRNA.

6.39E-05 0.002482 0.3997378 H200006243 HPR haptoglobin-related protein (HPR), mRNA.

0.000152 0.004517 0.5441224 H200004906 | CDCA8 | cell division cycle associated 8 (CDCAS), mRNA.

0.0001551 0.004517 0.5544679 F200000275 | pscpy | Pleckstrinhomology, Sec7 and coiled-coil domains
1(cytohesin 1) (PSCD1), transcript variant 2

0.0002883 0.007464 0.4716303 FH200008642 | MAQA | monoamine oxidase A (MAOA), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, mRNA.

0.0003895 0.00825 0.5764731 200011744 | ALOx15B | 2rachidonate 13-lipoxygenase, type B (ALOXISB),
transcript variant b, mRNA.

0.0003819 0.00825 0.4623782 H200019509 BEX1 brain expressed, X-linked 1 (BEX1), mRNA.

0.0005799 0.01126 1.9998148 H200005341 | HHAT | hedgehog acyltransferase (HHAT), mRNA.

0.0007422 0.012352 1.7007395 H200015643 | PBEF1 | pre-B-cell colony enhancing factor 1 (PBEF1), mRNA.

0.0007035 0.012352 0.5340504 H200014292 | STK38L | serine/threonine kinase 38 like (STK38L), mRNA.

0.0008171 0.012692 0.6156616 H200009821 | MYHI10 | myosin, heavy chain 10, non-muscle (MYH10), mRNA.

0.0017139 0.023491 0.5751104 H200014027 CA2 carbonic anhydrase I (CA2), mRNA.

0.0020461 0.025092 0.6592785 H200007941 | TMODI1 | tropomodulin 1 (TMOD1), mRNA.

0.0028241 0.032901 0.6051023 H200010342 BPI bactericidal/permeability-increasing protein (BPI), mRNA.
aminolevulinate, delta-, synthase 2

0.0042111 0.034887 0.6352583 H200019041 | ALAS2 | oo ey pochromic anemia) (ALAS2)

0.0046308 0.034887 0.4271345 200010278 | BAch | D1D and CNChomology 1, basic leucine zipper

transcription factor 2 (BACH2), mRNA.




calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta 3

. 1 .034887 1. 24 H200019894 | CACNA2D
0.0036813 0.03488 58699 00019894 | CACN 3 subunit (CACNA2D3), mRNA.
0.00388 0.034887 1.5087043 H200005476 E3 Icrcl)l;;gl\lliatlon factor III (thromboplastin, tissue factor) (F3),
0.0041758 0.034887 0.492066 H200004352 HBD hemoglobin, delta (HBD), mRNA.
0.0032213 0.034887 0.6882021 H200006961 FIMBS hydroxymethylbilane synthase (HMBS), transcript variant
- - 2, mRNA.
PREDICTED: hypothetical LOC647979, transcript variant 2
.004641 .034887 6637731 H200016970 | LOC64797
0.0046416 0.03488 0.663773 00016970 0C647979 (LOC647979), mRNA.
0.0045961 0.034887 1.6945807 H200011257 |  RIPK2 i;ﬂf”mramr‘g serine-threonine kinase 2 (RIPK2),
0.0040391 0.034887 0.5521378 H200014448 | TMEM176B | transmembrane protein 176B (TMEM176B), mRNA.
0.0043601 0.034887 0.5891223 H200014375 ZNF524 zinc finger protein 524 (ZNF524), mRNA.
0.0048386 0.035231 1.79034 H200014737 PTCS? prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin
G/H synthase and cyclooxygenase) (PTGS2)
0.004996 0.035275 0.5955574 H200009355 | METTL7A | methyltransferase like 7A (METTL7A), mRNA.
0.0060542 0.041489 0.5937465 H200009424 FLJ20920 | hypothetical protein FL]J20920 (FL]J20920), mRNA.
0.0065685 0.043003 0.5124285 200012291 | C2lorfss | Chromosome 21 open reading frame 55 (C21orf55),
transcript variant 2, mRNA.
0.0066442 0.043003 0.4954714 200015022 |  IriHs | nter-alpha (globuliny inhibitor H5 (ITIHS), transcript
variant 2, mRNA.
0.0073688 0.046404 0.6501841 H200015984 HBO1 hemoglobin, theta 1 (HBQ1), mRNA.
0.0079272 0.048606 1.8112116 H200017533 THGIL TRNA-histidine guanylyltransferase 1-like (5. cerevisiae)
0.0093948 0.049021 0.6031507 H200000316 | ADH4 i;ogzl dehydrogenase 4 (class II), pi polypeptide (ADH4),
0.0088361 0.049021 1.6668666 H200002660 Cllorfl Chromosome 11 open reading frame 1
0.0100987 0.049021 0.6818692 H200017053 ERAF erythroid associated factor (ERAF), mRNA.
0.0092834 0.049021 0.6138128 H200010352 ETV1 Ets variant gene 1
0.0100336 0.049021 0.5838595 H200009720 GDF15 growth differentiation factor 15 (GDF15), mRNA.
nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3
. 11 .049021 1.7262492 H2 77 R4A
0.00969 0.0490 6249 U773 A 2 (NR4A3), transcript variant 3, mRNA.
0.0088043 0.049021 0.6350008 H200017397 PURG purine-rich element binding protein G (PURG), transcript

variant A, mRNA.




0.0086433 0.049021 0.6896484 H200014442 TRIM65 tripartite motif-containing 65 (TRIM65), mRNA.

0.0110472 0.052531 0.5577647 H200005086 CRISP3 cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP3), mRNA.
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1

0.011398 0.053115 0.6403739 H200012248 | ADAMTS2 motif, 2 (ADAMTS?), transcript variant 1, mRNA.

0.012189 0.05569 0.5066405 H200000684 | POUGF1 i?&iomam’ class 6, transcription factor 1 (POU6FL),

0.0134133 0.058968 0.5292769 H200017325 IF127 Interferon, alpha-inducible protein 27

0.0144121 0.062186 0.5193429 H200014086 CHST10 Hypothetical protein MGC13219

0.015785 0.065677 1.3705017 H200009102 FLJ21272 | Hypothetical protein FLJ21272

0.0155092 0.065677 1.5711061 H200007119 KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) (KLF5), mRNA.

0.0165361 0.067571 0.5766418 200019974 | RAD51 | NADS!I homolog (RecA homolog, E. coli) (5. cerevisiae)
(RADS51), transcript variant 2, mRNA.

0.0178731 0.070584 0.5798389 F200014134 | FAMS3B iﬁ‘;\l]iw”h sequence similarity 53, member B (FAMS3B),

0.0182561 0.070895 0.4410722 H200000507 SPTA1 Spectrin, alpha, erythrocytic 1 (elliptocytosis 2)

0.0210324 0.079969 1.4952658 H200013038 FBXL4 F-box and leucine-rich repeat protein 4

0.0212794 0.079969 1.8618499 H200000451 IL1IA interleukin 1, alpha (IL1A), mRNA.

0.0233858 0.08649 0.6256161 H200013469 E2F7 E2F transcription factor 7 (E2F7), mRNA.

0.0243609 0.088369 1.5952568 H200012604 IL1B interleukin 1, beta (IL1B), mRNA.
synuclein, alpha (non A4 component of amyloid

0.0246524 0.088369 0.6415978 H200006346 AL precursor) (SNCA), transcript variant NACP112, mRNA.

0.0264695 0.093017 1.5323814 H200004325 ALPK3 alpha-kinase 3 (ALPK3), mRNA.

0.0267475 0.093017 0.5032782 H200016920 CASR calcium-sensing receptor (hypocjal.cmnc hypercalcemia 1,
severe neonatal hyperparathyroidism) (CASR)

0.0272915 0.093514 0.700673 H200016982 AGRN agrin (AGRN), mRNA.
adenosine deaminase, RNA-specific, B2 (RED2 homolog

0.0286879 0.094145 0.7408758 H200014514 | ADARB2 rat) (ADARB2), mRNA.

0.0280162 0.094145 1.5239038 200013727 | NDUpsy | NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-5 protein 7, 20kDa
(NADH-coenzyme Q reductase)

0.0306808 0.096945 0.6991681 H200016988 | ANAPC4 | Anaphase promoting complex subunit 4

0.0304653 0.096945 0.659564 H200015094 | ATXN7L1 | Ataxin 7-like 1

0.032811 0.096945 0.6568402 H200011322 FLJ10292 | mago-nashi homolog 2 (FLJ10292), mRNA.

0.0328653 0.096945 0.6508655 H200009918 IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker)




0.0316635

0.096945

0.6242003

H200020117

MTMRI1

myotubularin related protein 1 (MTMR1), mRNA.

0.0307929

0.096945

0.6991987

H200006991

TEE3

trefoil factor 3 (intestinal) (TFF3), mRNA.

* FDR : False Discovery Ratio ou taxa de descobertas falsas

** Média geométrica da razao no grupo sem GVHD/ Média geométrica da razéo expresséo no grupo com GVHD agudo
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UNIFES

Universidade Federal de 530 Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicinag Hospital 530 Pawlo

Saoc Paulo, 10 de fevereiro de 2006.
CEP 0101/06

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) ADRIANO DE MORAES ARANTES

Co-Investigadores: José Salvador Rodrigues de Oliveira; Maria Gerbase de Lima; Andrey Morgun; Natalia
Shulzenko; Amador Gongalves Primo Janior

Disciplina/Departamento: Medicina de Urgéncia/Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Séo

Paulo
Patrocinador: CAPES.

CARTA DE APROVACAOQO E PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesqguisa intitulado: “Analise do perfil de expressao génica em pacientes submetidos a
transplante alogénico de células tronco hematopoétcas.”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo genético em pacientes submetidos a transplante de células
tronco hematopoéticas.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: risco minimo, desconforto leve com coleta de sangue.

OBJETIVOS: Analisar, através de microarray e PCR em tempo real, amostras de sangue periférico de pacientes
submetidos a transplante alogénico de células tronco hematopoéticas.

RESUMO: Serao utilizadas amostras de sangue periférico de pacientes submetidos a transplante de medula éssea
do Hospital Sao Paulo (Unifesp). Estas amostras serdo obtidas no periodo pré-transplante, no dia da enxertia
medular e 3 meses pos-transplante, além de amostras adicionais durante os seguintes eventos clinicos: doenga do
enxerto contra o hospedeiro aguda, doenga do enxerto contra hospedeiro cronica, infecgéo e recaida da doenga de
base. Os dados clinicos dos pacientes serdo retirados dos arquivos da Unidade de Transplantes. Serédo utilizadas
amostras de cerca de 100 pacientes, nimero estimado como sendo necessario para obtengdo de resultados
significantes nos estudos de microarray Na fase de doagdo de células tronco hematopoéticas sera coletada do
doador aliquota de 5 ml diretamente do produto de aférese ou do produto de coleta de medula éssea para extragéao
de RNA, e armazenadas a -802C no Laboratério de Imunogenética da Unifesp até o momento do uso Os padrées
de expressao génica serdo analisados a partir de BNAs amplificados de células mononucleares do sangue
periférico, por microarray . Para cada evento clinico, serdo analisadas as diferen¢as entre os pacientes que
evoluem mal e os que tém boa evolugéo clinica. Através desta andlise, espera-se definir possiveis genes capazes
de distinguir e prever as diferentes evolugdes dos eventos clinicos citados.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Através desta analise, espera-se definir possiveis genes capazes de distinguir e
prever as diferentes evolugbes dos eventos clinicos citados.

MATERIAL E METODO: descritos os procedimentos laboratoriais que serdo realizados por equipe especializada.
TCLE: adequado de acordo com a Res 196/96.

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



OBJETIVO ACADEMICO: doutorado.
ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 9/8/2006 e 5/2/2007.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e
APROVOU o projeto de pesquisa referenciado.

|. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livie e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apos
analise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos érgados competentes.

Atenciosamente,

w

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital S4do Paulo

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



ANEXO 8 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Titulo do projeto:
Andlise do perfil de expressao génica em pacientes submetidos a transplante de

células tronco hematopoéticas .

2. Resumo do estudo:

Transplante alogénico de células tronco hematopoéticas ¢ modalidade de
tratamento que promove eficdcia terapéutica para pacientes com doencas
hematopoéticas como leucemias agudas, leucemias cronicas, mieloma, linfomas e
depressoes medulares. Para muitos pacientes, esta modalidade de tratamento
permanece como unica opgao, oferecendo um potencial de cura ou controle a longo
prazo.Uma complicacdo importante do transplante é a doenca do enxerto contra o
hospedeiro, quando as células infundidas do doador, em especial os linfécitos T,
agridem tecidos do receptor provocando lesdes de pele, diarréias e alteragdes de
enzimas hepaticas. Nosso estudo, utilizando novas técnicas de estudo do genoma
humano e de expressdo génica pretende abranger varios niveis bioldgicos de analise
de doenca do enxerto, visando identificar os genes que determinam a

susceptibilidade, evolugao e resposta ao tratamento.

3. Objetivo :

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
identificar fatores genéticos responsaveis pela susceptibilidade a doenca do enxerto

contra o hospedeiro que possam influenciar a evolugao e resposta ao tratamento.

4, Procedimento:



Serao coletados 10 (dez) ml de sangue por venopungao periférica que serao
armazenados em local adequado no laboratdrio de Imunogenética. O material sera
utilizado no projeto descrito acima, a ser realizado, conjuntamente, na disciplina de
Hematologia e Hemoterapia e no setor de Imunogenética da UNIFESP, O material
sera armazenado, e podera ser utilizado em projetos futuros,apds aprovagao destes

pelo Comité de Ftica em Pesquisa da UNIFESP.

5.Descricao dos possiveis desconfortos:
Os tnicos riscos existentes neste estudo sao os associados a coleta de sangue,

como dor, hematoma e sangramento no local da puncao.

6.Beneficios da participacao:

Nao é esperado que os resultados destes testes tragam beneficios diretos a vocé
ou que modifiquem o curso do seu tratamento. Entre os beneficios indiretos estd o
possivel avango do conhecimento médico, tornando possivel a descoberta de
tratamentos mais eficazes para a doenga do enxerto. Além disto, um possivel beneficio
futuro,seria a contribui¢ao na descoberta de novos fatores genéticos que influenciam a

evolucao e a resposta ao tratamento atualmente utilizado.

7.Garantia de acesso:

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O pesquisador responsavel
por este projeto é o médico Adriano de Moraes Arantes. As amostras ficarao
armazenadas no Laboratorio de Imunogenética da UNIFESP, a Rua Loefgreen,
numero 1235, telefone 2101-7100, sob responsabilidade da diretora do mesmo, Dra.
Maria Gerbase de-Lima. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), & Rua Botucatu,

572, 1¢ andar, ¢j. 14, telefone: 5571-1062, fax: 5539-7162, e-mail: cepunifesp@epm.br.




8.Saida do estudo:

E garantida a liberdade de retirada do consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na institui¢do.Vocé continuara sendo o proprietdrio destas amostras de
sangue e sempre terd o direito de determinar a destruicao delas, a qualquer momento,

bastando para isso, entrar em contato com o médico do estudo.

9.Confidencialidade:
Ao assinar este termo de consentimento livre, vocé estara concedendo aos seus
médicos e aos membros envolvidos nesse estudo, acesso a seus registros médicos.
Para protegé-lo contra o risco de perda de confidencialidade vocé nao sera

identificado em publicagoes ou relatdrios derivados deste estudo

10.Atualizacao:
Todos os pacientes terao direito de se manter atualizados sobre os resultados

parciais da pesquisa que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

11.Despesas e compensagoes:

Nao hd despesas pessoais aos participantes em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao ha compensagao financeira relacionada a
sua participacdo. Se houver qualquer despesa adicional ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa. Aos participantes que necessitarem, sera fornecido atestado

médico para o periodo das consultas e coletas de exames.

12.Danos pessoais:
Nao sdo previstos efeitos colaterais ou quaisquer danos pessoais associados ao
estudo. Se houver qualquer dano pessoal diretamente causado pelo procedimento
proposto no estudo, o participante tera direito a tratamento médico na instituicao,

bem como as indenizag¢des legalmente estabelecidas.



13.Compromisso do pesquisador:
O pesquisador estabelece o compromisso de utilizar os dados e materiais

coletados apenas para essa pesquisa.

Os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados,seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes ficaram perfeitamente claros para mim. Discuti com o médico Adriano
de Moares Arantes sobre a minha decisao em participar desse estudo Também ficou
claro que minha participagao € isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido e sem comprometimento do meu atendimento neste servigo.

data: / /

Assinatura do paciente/ representante legal

data:  / /

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participa¢do neste estudo.

data: / /

Adriano de Moraes Arantes

Pesquisador
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Abstract

ABSTRACT

Background: Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation is an important last
resort therapy for hematological diseases. Unfortunately, the success of a large
proportion of these transplants is limited by graft-versus-host disease (GVHD).
Currently known risk factors for acute GVHD (histoincompatibility, sex mismatch,
older patients, previous pregnancies) do not provide a precise estimate of individual
patient risk and do not help for individualization of the therapy. Early identification of
those patients who will develop aGVHD may allow for individualized treatment, and
also for the reduction of unnecessary treatment for those patients not at risk.
Nowadays, however, there is no diagnostic method that allows prediction of aGVHD.
Objectives: The goal of our study was to reveal a gene expression profile that would
predict the occurrence of aGVHD. In addition, using enrichment of gene ontology
categories, to analyze differentially expressed genes in order to better understand
biology of the events preceding aGVHD.

Material and methods: we collected blood samples from 89 recipients of myeloablative
and reduced conditioning regimen HLA-identical sibling allogeneic hematopoietic
stem cell transplants at the time of successful engraftment. We isolated total RNA from
the peripheral blood mononuclear cells, amplified it, labeled, and co-hybridized to the
microarray slides containing probes for 22,000 genes..The patients were divided into
training and test groups, the former used to build a model discriminating patients with
and without aGVHD and the latter - to test the model on independent samples. We
selected the informative genes using “recursive feature elimination” method followed
by seven different multivariate classification algorithms in order to establish a
molecular classifier in the training set. Then we validated this new classifier in the test
set of patients.. We found differentially expressed genes using T-test and accepted those
with estimated false discovery rate below 10%. We have used Biobase Explain to find

enrichment of functional groups among differentially expressed genes.



Abstract

Results: We found a molecular classifier comprised by 233 gene probes in the training
set of samples which were selected based on the most accurate classification. In the test
group of samples, we found that 80% of patients could be classified based on the
concordance between classification methods as described above. For these patients, the
classifier showed 75% of a predictive accuracy (71% of sensitivity and 78% of
specificity). Analysis of functional annotations of differentially expressed genes showed
that patients that developed acute GVHD have increased expression of antimicrobial
genes, hemaglobin metabolism genes and alarmins. In these samples we also observed
decreased expression of IL-1 and other genes involved in NF-kB activation. Several
genes up-regulated before aGVHD were associated with multiple types of precursor
cells.

Conclusion: Our results show that molecular profiling is able to identify patients under
high risk of acute GVHD at the time of engraftment. Establishing of a predictive
diagnostic method for aGVHD is the first step of individualization of therapeutic
strategy after hematopoetic stem cell transplantation. In addition, the results of
functional enrichment analysis and expression in different cell populations suggest that
early events during engrafment involving precursor cell populations might predefine

results of interaction between stem cell allograft and patient body.

Key words: stem cell transplantation, acute graft versus host disease, microarray,

molecular profiling.
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