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RESUMO

Introducédo: O uso de células progenitoras hematopoéticas mobilizadas no sangue
periférico tornaram-se a fonte preferencial para transplante autélogo. Alguns fatores
podem afetar a mobilizacdo de células CD34+ no transplante autélogo de células
progenitoras hematopoéticas (TACPH). Este estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia desses fatores e correlacionar com a contagem de células CD34+ pré-
aférese. Método: Estudo prospectivo que envolveu a avaliacdo de pacientes
submetidos a mobilizacdo de células progenitoras hematopoéticas com fator de
crescimento de granuldcitos (G-CSF) para realizar o transplante autdlogo. Foi
realizada quantificacdo de células CD34+ no sangue periférico pré-aférese e no
produto final. Foi determinado a quantidade de células CD34+ relacionada com menor
namero de coletas para se obter o valor necessario para a realizacéo do transplante,
além da associacdo com os dados clinicos e laboratoriais. Resultados: Do total de
34 pacientes, 85% tinham mais que 20.000 leucécitos/yl. Dos pacientes que
apresentaram falha na mobilizagéo, 100% apresentaram leucometria inferior a 20.000
leucécitos/ul. Houve diferenca estatisticamente significativa na associacdo entre o
CD34+ preé-aférese e as variaveis idade (p=0,025), leucometria (p<0,001) e células
mononucleares (p=0,001) do sangue periférico. O CD34+ = 14 células/ul pré-aférese
teve relagdo com um melhor rendimento dessas células no produto final e com a
necessidade de apenas uma coleta para se obter a quantidade necesséria para
realizar o TACPH. Concluséo: Esse estudo demonstra que a contagem de células
CD34+ relacionada com a idade e a leucometria pré-aférese do paciente, foi o Unico
fator associado estatisticamente com o numero de coletas e com rendimento do

produto final.

Palavras-chave: antigeno CD34+, células progenitoras hematopoéticas, mobilizagéo,
transplante autélogo de células progenitoras, citometria de fluxo.



ABSTRACT

Introduction: The use of hematopoietic progenitor cells mobilized in the peripheral
blood became the preferred source for autologous transplantation Some factors may
affect the mobilization of CD34+ cells in autologous transplantation of hematopoietic
progenitor cell (ATHPC). This study aimed to evaluate the influence of these factors
and to correlate with the pre-apheresis CD34+ cell count. Method: This is a
prospective study evaluating 34 patients submitted to the mobilization of hematopoietic
progenitor cells with granulocyte growth factor (G-CSF). Quantification of CD34+ cells
in the peripheral blood pre-apheresis and in the final product of the apheresis was
performed. The amount of CD34+ cells related to fewer collections was determined to
obtain the value needed for the transplantation, in addition to the association with
clinical and laboratory data. Results: Out of the 34 patients, 85% had more than
20,000 leukocytes / ul. Of the patients who presented failure during mobilization, all
presented < 20,000 leukocytes / pl. There was a statistically significant difference in
the association between pre-apheresis CD34+ and the variables age (p = 0.025),
leukocyte count (p <0.001) and mononuclear cells (p = 0.001) in peripheral blood. Pre-
apheresis CD34+ 214 cells/pl was related to better yield of these cells in the final
product and with the need for only one collection to obtain the minimum cumulative
yield of 2 x 106 CD34+/Kg. Conclusion: This study demonstrates that the age-related
CD34+ cell count and patient pre-apheresis leukocyte count was the only factor
statistically associated with the number of collections and yield of the final product.

Keywords: Stem Cell, antigens, CD34, Hematopoietic stem cell transplantation, flow

cytometry, mobilization.
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1. INTRODUCAO

O transplante de células isoladas da medula 6ssea tem dado substancial
beneficio terapéutico para pacientes que sofrem de doencas hematologicas. Células
progenitoras hematopoiéticas do sangue periférico (CPHSP) de individuos adultos e
células do sangue do corddo umbilical séo fontes alternativas de células progenitoras
hematopoiéticas em transplantes humanos (GLUCKMAN, 2001). A quimioterapia de
alta dose e o transplante autologo de células progenitoras hematopoiéticas (TACPH)
tem potencial de prolongar a sobrevivéncia e a cura em varias doencas malignas
hematoldgicas (OZKURT et al, 2010).

As células progenitoras hematopoéticas (CPH) constituem de 0,01 a 0,1% das
células do sangue periférico (SP) e de 1 a 3% de todas as células da medula 6ssea
(MO) de doadores saudaveis ndo estimulados (LEVESQUE et al, 2002; GOLUBEVA
et al, 2014).

O CD34 é um antigeno de superficie glicosilado e preferencialmente expresso
por células progenitoras hematopoéticas. Ha uma relacdo do CD34 com o papel de
adeséo celular, podendo estar envolvido com sinais de transducdo que regulam a
expressao de outros genes relacionados a hematopoese. Esse antigeno € expresso
na maioria das células primitivas e progressivamente menos expresso nas ceélulas
diferenciadas (HOLYOAKE; ALCORN, 1994).

A mobilizacao é a habilidade de promover a circulacao periférica das CPH, que
se localizam na MO. Uma das maneiras de proporcionar a mobilizacdo das células
CD34+ é com o uso de agentes quimioterapicos associados com fatores de
crescimento hematopoéticos (G-CSF), ou G-CSF sozinho (MASSUMOTO;
MASSUMOTO; AYOUB, 2011).

Diversos fatores tém sido relatados por afetar a mobilizacdo, como por
exemplo, idade, sexo, tipo de doenca, condicbes da medula 6ssea, quimioterapia e
radioterapia prévia e estabilidade da contagem de células CD34+ do SP (FORD et al,
2003; DESIKAN et al, 2001).

Atualmente, as CPHSP tém sido estimadas por contagem de células
mononucleares (MNC), unidades formadoras de colbnias de macrofagos e

granulécitos (CFU-GM), e contagem de células CD34 positivas. A contagem de
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células CD34+ é realizada pelo método de citometria de fluxo e é utilizada na maioria
dos centros de Transplante de Medula Ossea. Além de ser um método confiavel,
permite a obtencao de resultado em poucas horas. Embora a dose 6tima de CD34+
para infusdo ndo seja conhecida, a utilizacédo de 2 x 10° por quilo de peso do paciente
tem sido associada com a pronta recuperagdo hematoldgica apos a terapia
mieloablativa (LARGHERO; GARCIA; GLUCKMAN, 2008).

Diversos estudos tém demonstrado a correlacdo entre a contagem de células
CD34+ e o rendimento da coleta de CPHSP (BENDER et al, 1992; ANGUITA et al,
1998). Em geral, durante a mobilizacdo com quimioterapia das células da medula
Ossea para o SP, as células CD34+ aumentam quando os leucdcitos alcancam um
nivel de 1000/pL. O pico de CD34 é obtido quando o numero de leucdcitos € maior
que 3000/pL, principalmente com monocitose e niveis de plaquetas subnormal. Alguns
centros de transplante iniciam a contagem de células CD34+ quando ha pelo menos
4000 leucécitos/uL (ANGUITA et al, 2010).

E possivel observar que a determinacédo de células CD34+ é imprescindivel
para a determinacdo da coleta de células-tronco hematopoéticas e atualmente
determinada por meio de legislacéo. A Portaria GM 931 de 2006, determina que para
o transplante alogénico haja uma contagem minima de células CD34+ para realizacéo
tanto do aparentado quanto do ndo aparentado, de 2 x 10° células/kg, e para o
transplante alogénico de sangue de corddo umbilical de 3 x 107 células CD34+/kg.
Para o TACPH a mesma portaria afirma apenas que € necessaria quantidade

adequada de células para realizacao do transplante (BRASIL, 2006).

De acordo com o consenso da American Society for Blood and Marrow
Transplantation (ASBMT), o valor minimo de células para a realizacdo de TACPH é
de 2 x 10° células CD34+/kg, porém a deciséo de realizar o TACPH entre 1 x 10% e 2
x 106 células CD34+/kg pode ser individualizado de acordo com cada paciente, sendo
0 objetivo para um TACPH o valor de 3 x 108 células CD34+/kg. (GIRALT et al, 2014).

Para realizagdo da coleta, os pacientes permanecem sob acompanhamento
laboratorial por cinco dias em média até atingir a contagem ideal de células CD34+.
Além disso, alguns pacientes ndo conseguem obter o numero minimo de células
CD34+ para realizacao do transplante de células progenitoras hematopoéticas de SP,

sendo que os motivos para determinagéo da falha de mobiliza¢&o ainda sao obscuros.
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Embora muitos estudos demonstrem uma clara relagdo entre o nimero de
células CD34+ no SP e o rendimento da coleta, que € a quantidade de células CD34+
coletadas por aférese, ainda ha divergéncia sobre nimero de células CD34+ no SP

necessario para o inicio da coleta de células tronco hematopoéticas.

Com vistas em avaliar os fatores relacionados ao paciente que influenciem a
obtencédo das células CD34+, e o melhor rendimento da coleta dessas de células,
possibilitando com isso otimizar o processo, desenvolvemos um estudo prospectivo

com pacientes submetidos a mobilizacdo de CPH com G-CSF.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a influéncia do nimero de células de CD34+ no primeiro dia da coleta

com o rendimento do produto final da aférese.

2.2 Objetivo Especifico

e Avaliar fatores que possam interferir no rendimento da coleta de CPH em
pacientes submetidos a primeira mobilizacdo com G-CSF para o TACPH.

e Avaliar os fatores do paciente que possam influir na contagem de CD34+ no
SP durante a mobilizacao.
e Relacionar o numero de células CD34+ com namero de leucdcitos e células

mononucleares no SP.

Hipotese

Pacientes em mobilizacdo para coleta de CPH para TACPH com leucometria
elevada apresentam maior quantidade de células CD34+ e estas estdo relacionadas

a um melhor rendimento do produto final da aférese.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Células Progenitoras Hematopoéticas (CPH)

Ha mais de um século, Artur Pappenheim cunhou o conceito de célula tronco
ancestral comum que corresponde a célula que pode dar origem a todas as linhagens
do sistema hematopoético (LAJTHA,1980). As células-tronco hematopoéticas (CTH)
sao células que tem a capacidade de se auto renovar e se diferenciar em células
especializadas do tecido sanguineo e células do sistema imune. Constituem as
células-tronco adultas mais bem caracterizadas até hoje (SILVA JUNIOR; ODONGO;
DULLEY, 2009).

As células-tronco hematopoéticas possuem capacidade Unica de produzir
progenitores celulares (figura 1) mais diferenciados e células filhas, mantendo assim,
a capacidade de auto renovacao (DEVETEN; ARMITAGE, 2007). As CPH se originam
da diferenciacdo das CTH, perdendo o seu potencial de auto renovacgéo, passando a
serem comprometidas com uma das vias de diferenciacéo celular, e assim ndo podem
reverter ou parar o processo de diferenciacdo (LOEBINGER; JANES, 2007).

As células do organismo apresentam marcadores moleculares em sua
superficie que permitem identificar a qual linhagem pertencem e os diferentes estagios
de maturacdo em que se encontram. Estas proteinas séo classificadas como Cluster
of Differentiaton (CD) e estdo associadas com a diferenciacdo e maturacao celular, e

podem ser detectadas por citometria de fluxo (SERKE et al, 1998).

O antigeno CD34 é o marcador das células-tronco hematopoéticas, e esta
presente de 1% a 4% das células da MO responsaveis pela formacéo das coldnias
hematopoéticas, e que sdo capazes de reconstituir a hematopoese, indicando a
presenca das ceélulas progenitoras pluripotentes na medula 6ssea. No SP a
quantidade de células CD34+ encontra-se em valores inferiores, correspondendo a
1/10 da concentragdo da MO, em condicbes normais (BENDER et al,1991,;
VIGORITO; CARMINO,2009).

O CD34 é uma glicofosfoproteina transmembrana expressa em todas as CPH,
em células endoteliais de pequenos vasos e fibroblastos embrionarios. Este marcador

foi descoberto a partir do desenvolvimento de anticorpos que reconhecem
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especificamente uma pequena fracdo de células da MO humana, mas nao

reconhecem células linféides ou células sanguineas maduras (KRAUSE et al, 1996).

Nas células progenitoras mais primitivas sdo expressos altos niveis de CD34,
mas a medida que se diferenciam em formas morfologicamente distinguiveis, vao
perdendo progressivamente a expressao de CD34. Pode ser que o CD34
desempenhe um papel central nos primeiros eventos hematopoiéticos, talvez
mediando interacfes cruciais célula a célula e / ou célula para estroma (HOLYOAKE;
ALCORN, 1994).

Inicialmente identificada em 1984 em popula¢gbes de CTH, a proteina CD34
possui peso molecular de aproximadamente 115 KDa, e o0 gene se encontra no braco
longo do cromossomo um, uma regido contendo inimeros outros codificadores de
moléculas de adesdo e sinalizagdo intercelular (SUTHERLAND; KEATING, 1992,
HOLYOAKE; ALCORN, 1994).
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Figura 1 Esquema simplificado da hematopoese. Fonte: cadernodefarmacia.blogspot.com.br,
05/02/2018.
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3.1.1 Identificacdo de Células CD34+

O primeiro anticorpo anti-CD34, denominado My10, foi um produto do
hibridoma gerado de um camundongo imunizado com linhagem celular KGla de
leucemia mieldide (KRAUSE et al,1996).

Desde a identificagdo do CD34, a citometria de fluxo tem sido utilizada para
guantificar as CPH de SP e produtos de aférese (LOWDELL; BAINBRIDGE, 1996;
LEUNER et al, 1998). A deciséo de iniciar a leucoaférese apos a mobilizacédo dessas
células depende da contagem no SP, e a quantidade coletada no produto de aférese
pode determinar o tempo de uma futura aférese. A quantificacdo precisa de células
CD34+ na aférese € necessaria para avaliar a qualidade da coleta para pega da
medula apés TACPHSP (LUMLEY et al, 1996).

A contagem de células CD34+ de SP é rotineiramente utilizada na maioria dos
centros de transplante de medula dssea, pois os resultados estdo disponiveis em
aproximadamente duas horas. (ZIMMERMANN et al, 1995; ANGUITA et al, 2010)

A citometria de fluxo (CF) € uma tecnologia que permite analisar diferentes
caracteristicas celulares simultaneamente (ORFAO et al,1995), onde podem ser
determinadas diversas propriedades fisicas e bioldgicas de uma célula. A linhagem
celular e suas subpopulacbes podem ser determinadas pelo nimero e tipo de
antigeno de superficie, intracitoplasmatico ou intranuclear, o que possibilita a
guantificacdo e classificacdo imunofenotipica das células, possibilitando assim, o
rastreamento rapido de varias populacdes celulares, a quantificacdo de pequenas
populacdes com muita especificidade e sua separacdo para estudos posteriores
(BACAL; FAULHABER, 2003).

Os parametros celulares medidos dessa maneira podem ser divididos em dois
grupos principais: 1) aqueles relacionados a dispersdo de luz, que reflete
principalmente o tamanho da célula e sua complexidade interna, e 2) aqueles
associados a presenca de um ou mais fluorocromos dentro da célula ou ligados a
membrana da superficie celular, seja de forma natural (autofluorescéncia) ou artificial
(ou seja, usando anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo ou
substancias fluoroforas) (ORFAO et al, 1995).
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As analises das amostras comecam quando h& passagem de uma célula em
frente a um raio laser, fazendo com que a luz deste se disperse em todas as direcdes.
Faz-se a deteccao da luz dispersada frontalmente (forward scatter-FSC) que avalia
o tamanho da célula, e lateralmente (side scatter-SSC) para analise da complexidade
interna. Ainda, a intensidade de fluorescéncia emitida pelos fluorocromos para
deteccéo de antigenos de superficie diferentes, chamado imunofenotipagem (ROITT
et al., 2003).

As células da amostra em suspensdo marcadas com fluorocromos especificos
para deteccdo de moléculas de superficie sdo aspiradas e passam em fila,
envolvidas por uma solucéo tampao, para o interior do citbmetro através de um canal
de fluxo, onde incide um laser, sendo que passam em fila simples cerca de 500 a
4000 células ou particulas por segundo por meio do sensor eletrénico (ROITT et al.,
2003). Nesse mesmo local, detectores internos captam e enviam sinais fluorescentes
gue sao medidos por um computador (Figura 2). Os sinais fluorescentes séo plotados
em graficos com escala logaritmica ou linear, o que possibilita a distingdo entre

populacdes celulares normais e patoldgicas (ORFAO et al., 1995).

A quantificac@o de células CD34+ pode ser determinada contando leucécitos
totais por meio de um analisador hematoldgico, seguido de contagem de células
CD34+ por citometria de fluxo (GOLUBEVA et al, 2014). O CD45 é uma importante
glicoproteina transmembrana que se expressa em todas as células hematopoéticas
nucleadas (DONOVAN e KORETZKY, 1993). O protocolo da International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE), baseia-se na aquisicdo de toda
informacéo disponivel de quatro parametros: espalhamento da luz dianteira e lateral
e intensidade de fluorescéncia dos anticorpos monoclonais anti-CD34 e anti-CD45
(SUTHERLAND et al, 1996).
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Figura 2. Citometria de Fluxo. Fonte: https://pt.slideshare.net/labimuno/c-i-t-o-m-e-t-r-i-a-d-e-f-l-u-x-o.
Acessado em 10/02/2018.

3.2 Mobilizacdo de Células Progenitoras Hematopoéticas

A coleta de um numero adequado de células CD34+ por aférese, para a
realizagdo do TACPH, requer mobilizagdo dessas células para o SP. Com o evoluir
dos anos o entendimento do processo de mobilizagdo (Figura 3), levou a padronizagéo
do G-CSF isoladamente ou em associagdes, como principal medicacdo para a
mobilizacdo no TACPH (IKEDA; KOZUKA; HARADA, 2004; GREINIX; WOREL, 2009;
SAKASHITA et al, 2018).


https://pt.slideshare.net/labimuno/c-i-t-o-m-e-t-r-i-a-d-e-f-l-u-x-o.%20Acessado%20em%2010/02/2018
https://pt.slideshare.net/labimuno/c-i-t-o-m-e-t-r-i-a-d-e-f-l-u-x-o.%20Acessado%20em%2010/02/2018
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Um pequeno namero Quimiomobilizagao CTH sdo
de células tronco séo usadas no auto-TCTH; CTH
encontradas no sg comega a ser difusamente
periférico durante a usada como alternative a
homeostasis® medula 6ssea®

* Mobilizagdo com fator de crescimento
sozinho ou FC + quimioterapia comeca a
ser o padrao na pratica clinica’.

1960 1970 1990 para frente

Um aumento do nimero de células GM-CSF*and G-CSF> mobiliza
tronco sdo observadas no sg grande numero de CTH
periférico apés quimioterapia? (1988) e comeca a ser usado
CD34 validado como marcador no auto-TCTH®
hematopoietico potencial.

* CXCR4 antagonistas
* Novas estratégias

Figura 3. Evolugéo da mobilizag&o. Fonte: cortesia de Luciano J. M. Costa.

Referéncias da figura 3: 1.Goodman JW, Hodgson GS. Blood. 1962;19:702-714. 2. Richman CM et al.
Blood. 1976;74:1031-1039 3. Kessinger A et al. Blood. 1988;71:723-727. 4. Socinski MA et al. Lancet.
1988;1:1194-1198 5. Duhrsen U et al. Blood. 1988;72:2074-2081. 6. Gianni AM et al. Lancet.
1989;2:580-585. 7. Bensinger W et al. J Clin Oncol. 1995;13:2547-2555. 8. Tricot G et al. Blood.
1995;85:588-596.

Apesar das células hematopoéticas maduras serem liberadas fisiologicamente
da MO para o SP, somente cerca de 0,05% ou menos dos leucdcitos totais circulantes
sdo CPH e expressam o marcador CD34 (MOHTY; HO, 2011). As CPH aderem ao
microambiente medular por diversas interacdes adesivas. Além disto, elas expressam
um vasto conjunto de receptores de superficie, como moléculas de adesao associadas
a angiopoietina-1 de linfécitos, antigeno 4 muito tardio (VLA4), e Mac-1, receptores de
quimiocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4) e tipo 2 (CXCR2), as glicoproteinas de superficie
CD44 e CD62L, e receptor de tirosina quinase c-kit (BENSINGER; DIPERSIO;
MCCARTY, 2009). O estroma medular contém o fator 1 da célula estromal (SDF-1), a
guimiocina CXC GRO-B, a molécula de adesao celular vascular (VCAM-1), o ligante
KIT, o ligante de glicoproteina P-selectina e o acido hialurénico, sendo todos ligantes
para moléculas de adesdo das células estaminais (BONIG; PAPAYANNOPOULOU,
2012).

O método mais simples de mobilizar CPH da MO para o SP é a administragédo
de fator de crescimento de colonia de granulécitos (G-CSF) ou o uso de fator de
crescimento de colbnias de macrofagos e granulécitos (GM-CSF). Esses fatores
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estimulam a producao de neutrofilos, a maturacao e a liberacdo de protease, com isso,
levando a uma ruptura da ligacdo entre as células progenitoras CD34+ e o estroma
medular (COSTA et al, 2014).

O G-CSF é uma potente citocina produzida por varios tipos celulares da
linhagem hematopoética como o0s mondcitos, células progenitoras endoteliais,
fibroblastos, células precursoras mesenquimais e cardiomiécitos. Ele regula a
producao e acelera a maturacao de neutréfilos dentro da MO e a sua liberacdo para o
SP (ZHANG et al., 2011).

Os fatores de crescimento possuem dois principais mecanismos de acéo,
sendo o primeiro a producéo de proteases por séries mielomonociticas hiperplasicas,
que leva a clivagem de SDF-1, impedindo sua ligacdo a CXCR4, sendo a
metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) a protease mais estudada. O segundo
mecanismo é induzido por protedlise como o primeiro, sendo responsavel pela
degradacdo de VCAM-1, osteopontina e fibronectina, levando a uma menor adeséo
das CPH através do seu receptor VLA-4 no estroma da medula 6ssea (ALVAREZ et
al, 2013; ANGELOPOULOU et al, 2014).

O uso isolado de fatores de crescimento permite um intervalo mais curto entre
o inicio da mobilizacédo e o transplante, e esta relacionada a uma menor morbidade,
particularmente inferior taxa de infeccdo associada ao cateter e menor indice de
internacao hospitalar (ALEGRE et al, 1997; DESIKAN et al, 1998; GERTZ et al, 2009).
Contudo, esta terapéutica muitas vezes nao consegue atingir o nimero alvo de CPHs,
especialmente em pacientes demasiadamente pré-tratados (MOSKOWITZ et
al,1998), pacientes com infiltracdo anterior na MO (MICALLEF et al, 2000; KUITTINEN
et al, 2004) e pacientes expostos a lenalidomida (KUMAR et al ,2007; POPAT et
al, 2009, COSTA et al, 2011).

De acordo com o consenso da Societa Italiana Di Emaferesi e Manipolazione
Cellulare (SIDEM) e Gruppo Italiano Trapianto Midollo Osseo (GITMO), a dose de G-
CSF recomendada é de 10 mg/ kg/ dia, e de preferéncia administracdo fracionada,
por exemplo, duas vezes ao dia, até que a dose alvo tenha sido coletada, durante um
periodo maximo de 5 dias, desde que a contagem de leucécitos do sangue (WBC)
nao exceda 60.000/uL (PIERELLI, et al., 2012), doses superiores a 16 mg/kg/dia nao
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aparentam elevar o numero de células mobilizadas de maneira significativa (TO et al.,
1997).

A associacdo de GCSF com quimioterapia atinge dois objetivos, o de
mobilizacdo e atividade antitumoral, e demonstra que resulta em um maior rendimento
de células CD34+ em relacdo ao uso isolado do GCSF (DAZZI, 2000; TO, 2011).

A escolha de utilizar o G-CSF como mobilizacao de primeira linha € uma opcéao
atrativa por causa da previsivel cinética de mobilizacdo, que permite prever o
agendamento de aféreses e pessoal, ao mesmo tempo a reducdo dos custos dos
fatores de crescimento e do procedimento de coleta em comparagdo com
ciclofosfamida (CHAO, 2011; HOGGATT, 2012; SALVINO, 2016).

Sao utilizados regimes com ciclofosfamida com diferentes doses ou esquema
de poliquimioterapia para linfoma em associagcdo com o G-CSF. A benesse de um
maior rendimento na mobilizacdo com doses mais elevadas de quimioterapia
necessita ser equilibrada mediante a necessidade de mais transfusées de hemacias
e plaquetas, e frequentemente, hospitalizacdo por neutropenia febril e se justifica

quando existem efeitos antitumorais significativos (DINGLI, 2006; TO, 2011).

A ciclofosfamida pode ser incluida nos ciclos iniciais de induc&o ou na terapia
de resgate, ou pode ser administrada como um ciclo independente separadamente da
terapia padrdo. (TO, 2011) O uso da ciclofosfamida est4 associado a taxas de falha
de mobilizacdo menores ou similares as do G-CSF isolado (CHAO et al, 2011,
HOGGAT; PELUS, 2012; MOHTY et al, 2014), com cinética de enxertia melhorada
(DASSI et al ,2000; SIZEMORE et al, 2010), porém pode resultar em mais toxicidade,
hospitalizacdes e custos mais elevados (DINGLI et al, 2006; PUSIC et al, 2008;
SHEPPARD et al,2012).

O Plerixafor mobiliza as CPH através do bloqueio especifico da ligacdo do SDF-
la ao seu receptor CXCR4 (PETIT et al, 2002; LEVESQUE et al, 2003). Durante o
seu desenvolvimento, descobriu-se que 0 composto aumenta a contagem de
leucdcitos no SP, e que é capaz de mobilizar CPH da MO (ROSENKILDE et al, 2004).

O Plerixafor € administrado de 10 a 11 horas antes do primeiro dia planejado
para aférese, e é administrado geralmente uma dose subcutanea de 240 pyg/m?. Em

algumas publicacdes é descrito 0 uso bem-sucedido de plerixafor com a administracédo
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de 5 horas na noite anterior & aférese (ABHYANKAR et al, 2011). Apresenta um pico
de mobilizacédo de células CD34+ da MO para a corrente sanguinea de horas apés a
sua administracdo, em contrapartida ao G-CSF, que necessita aproximadamente
entre 4 a 6 dias de administracao para alcancar resultados semelhantes (HONG et al.,
2012).

A quantificacdo de células CD34+ no SP deve ser realizada na manha da
aférese, porém o inicio da mesma nao deve ser adiado. Podem ser necessarias de
duas a trés doses diarias de plerixafor em alguns pacientes. Em doadores saudaveis,
o plerixafor é eficaz como agente Unico ou em combinacdo com G-CSF (LILES et al,
2003)

A seguranca e a eficacia do plerixafor foram demonstradas em pacientes com
linfoma ou mieloma multiplo (STIFF et al, 2009). No entanto, a eventual producéo de
células usando plerixafor como primeira escolha para mobilizagdo em todos os
pacientes que foram submetidos a coleta de CTH por aférese foi a mesma em
comparacao com o uso de plerixafor somente naqueles que falharam na mobilizacéo
do G-CSF. A desvantagem do uso inicial do plerixafor € o aumento dos custos de
medicamentos (TO; LEVESQUE; HEBERT, 2011).

3.3 Fatores que Influenciam na Mobiliza¢&o

Varios fatores séo citados por afetar a mobilizacdo, como a idade avancada,
alteracBes mielodisplasicas secundarias, o envolvimento pela doengca na medula
6ssea, quimioterapia e radioterapia prévias (STIFF et al, 2000; OZKURT et al, 2010;
ANGUITA et al, 2010).

A falha de mobilizac&o € observada frequentemente em pacientes com mais de
60 anos de idade (HUI et al, 2003; KOENIGSMANN et al, 2004). Primeiramente, ha
uma "senescéncia" relacionada a idade da CPH real devido ao encurtamento
progressivo de telébmeros (CALADO; YOUNG, 2008). Em segundo lugar, h4 uma
reducdo na reserva de CTH causada pela funcdo de nicho diminuida em
camundongos mais antigos com deplecdo de células-tronco mesenquimais e
osteoprogenitores (MAYACK et al, 2010). Em terceiro lugar, o envelhecimento &

normalmente associado a uma diminui¢cdo acentuada na formacgéo 6ssea e nimeros
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de osteoblastos em superficies endosteais, portanto, os nichos osteoblasticos
endosteais para CTH provavelmente estdo reduzidos (ZHU et al, 2007; KOHLER et
al, 2009).

Os fatores de risco clinicos para uma ma mobilizacdo com regimes
convencionais foram bem descritos. Essa pode ser inata e inerente a uma combinacao
genética particular especifica para um individuo, ou adquirida como consequéncia do
envelhecimento, tratamentos ou doencas anteriores. Os possiveis defeitos podem ser
de um ou mais trés niveis: 1) numero insuficiente de CPH devido a fatores intrinsecos
dessas células, 2) numero insuficiente de CPH devido ao numero baixo ou nichos
defeituosos, 3) numero ou resposta inadequada de células efetora / suporte, como
macrofagos ou nervos [B-adrenérgicos da MO. Esses possiveis defeitos ndo séo
mutuamente exclusivos, mas a abordagem terapéutica para corrigi-los pode ser

especifica para cada um (TO, 2011).

O envolvimento da MO pela doenca esta associado a rendimentos de coleta
ruins (MICCALLEF, 2000; KUITTINEN,2004). Podem ocorrer niumeros reduzidos de
CPH parcialmente relacionados ao comprometimento de nichos saudaveis por células
malignas na MO (COLMONE, 2008) ou competicdo direta entre CPH e células
malignas para um numero limitado de nichos (SHIOJZAWA,2011). Além disso, o
linfoma n&o-Hodgkin versus Hodgkin (HOSING, 2009), doenca linfoproliferativa
indolente (MICCALLEF, 2000) e leucemia aguda (KOENIGSMANN, 2004) foram todos
identificados como fatores de risco independentes. Ainda nédo foi determinado os
aspectos especificos da fisiopatologia dessas doencas que influenciam a mobilizacéo
(TO, 2011).

A quimioterapia anterior correlaciona-se com a incapacidade de mobilizagdo
em pacientes para TACPH. A maioria dos tratamentos citotoxicos e moléculas
utilizadas em terapias direcionadas podem ter efeitos danosos sobre CPH e os nichos
em que residem. Ainda, os agentes de ligagao cruzada do DNA, tais como o melfalano
ou a carmustina (CLARK, 1998), e os analogos de purina, como a fludarabina, estao
associados com um risco muito elevado de falha de mobilizagdo (TOURNILHAC,
2004).

Os farmacos citotéxicos que nao visam especificamente células que progridem

através da fase S do ciclo celular (por exemplo, antraciclinas, cisplatina, fludarabina,
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carmustina, melfalan) podem potencialmente matar células CPH e nichos
quiescentes, reduzindo assim a reserva CPH. A fludarabina é toxica tanto para os
progenitores hematopoiéticos, quanto para o nicho, sendo um duplo impacto nos

mecanismos de mobilizacdo (BERGER, 2008).

Os regimes altamente intensivos e com doses elevadas, como o regime hyper-
CVAD, estao associados a um alto risco de falha de mobilizacdo quando utilizados
além dos primeiros 2-4 ciclos de terapia (HILL, 2011). Os ciclos sucessivos de
quimioterapia recrutam cada vez mais CPH no ciclo celular, e com isso leva ao rapido
esgotamento do potencial de autorrenovacao e reconstituicio da CPH. Os ciclos
repetidos de quimioterapia também podem prejudicar nichos para CPH e células
efetoras de macréofagos da MO. A lenalidomida estd associada a uma ma mobilizacao,
particularmente apdés mais de 4 ciclos de tratamento (KUMAR, 2009), podendo
suprimir a mobilidade de CPH semelhante a forma como reduz a motilidade das
células endoteliais da medula no mieloma mditiplo (DE LUISI, 2011). O efeito anti-
angiogénico da lenalidomida também pode prejudicar a mobilizacdo (LEVESQUE,
2007).

O imatinib administrado por longo periodo tem sido associada com a reducéo
do osso (VANDYKE, 2010), o que pode afetar a funcdo de nicho de CPH. Os
rendimentos foram melhorados quando os pacientes suspenderam temporariamente

o imatinib por 3 semanas antes da coleta (HUI, 2003).

A radioterapia prévia esta associada a incapacidade de mobilizacdo (STIFF,
1999), provavelmente devido a combinacéo da toxicidade direta a CPH, toxicidade de
nicho e toxicidade para as células de suporte de nicho. A radioterapia também pode
aumentar a expressao de inibidores de protease, como a1-antitripsina, que diminuirdo

a tempestade de protease durante a mobilizacdo (VAN PEL et al, 2006).
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4. METODO

Trata-se de um estudo longitudinal, prospectivo, quantitativo, observacional,
gue avaliou a mobilizacdo das CPH no SP em pacientes submetidos a TACPH e

relacionando com fatores do paciente com potencial de interferir no processo.

41 Pacientes

Em virtude do tamanho da amostra analisada, foi realizado um estudo nédo
probabilistico, com 59 pacientes submetidos ao TACPH entre fevereiro de 2016 e julho
de 2017, nos servicos de transplante de Medula Ossea do Hospital Universitario
(UFJF) e do Hospital e Maternidade Monte Sinai.

Foram incluidos no estudo pacientes que foram submetidos ao TACPH de SP,
de ambos os sexos, qualquer idade, portadores de mieloma multiplo ou linfoma, que
mobilizaram somente com G-CSF, e que aceitaram participar do estudo, mediante

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Foram excluidos aqueles pacientes que mobilizaram com G-CSF associada a

quimioterapia, ou que nao tiverem critérios clinicos para realizacdo do TACPH.

Foi determinado arbitrariamente a quantidade minima de células CD34+ no SP
relacionada com menor numero de coletas para obtencdo do valor necesséario de
células para a realizacado do TACPH, os pacientes foram divididos em dois grupos, um
grupo com valor abaixo da quantidade minima determinada e o outro grupo com

pacientes que obtiveram a quantidade minima ou mais de células CD34+.

Foi considerado como faléncia de mobilizacdo quando apds o periodo de até 5
dias com G-CSF o paciente néo atingia o valor de 10 células CD34+/ul. O valor minimo

no produto final definido para a realizacdo do TACPH foi de 2 x 10 CD34/Kg.

4.2 Coletade Dados

Para alcancar os objetivos propostos foram realizadas duas etapas de coleta
de dados: coletas de amostras de SP para quantificacdo de células CD34+ e coleta

de dados sociodemograficos, clinicos, terapéuticos e laboratoriais.

As variaveis categoricas foram divididas da seguinte maneira:
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Sexo;

Diagnostico foi dividido em duas categorias, Mieloma Mdltiplo e Linfomas, a

categoria Linfomas englobou Linfoma de Hodgkin e Linfoma ndo-Hodgkin;

Status da doenca dividiu-se em “com remissdo completa” e “sem remissao
completa”, considerou-se “sem remissao completa aqueles individuos com

remissao parcial ou refratéario;

Numero de protocolos refere-se aos diferentes tipos/associacbes de
guimioterapicos utilizados sendo categorizado em um protocolo (individuos que
utilizaram apenas um esquema de quimioterapia, independente da(s) droga(s)
ou dois protocolos ou mais (individuos que utilizaram dois ou mais esquema de

quimioterapia, independente das drogas);

Ciclos de guimioterapia dividido em pacientes que realizaram até quatro ciclos

ou pacientes que realizaram mais de quatro ciclos;

Numero de coletas de aférese foi classificado em uma coleta ou mais de uma.
Radioterapia;

As variaveis numeéricas foram:

Idade;

Numero de leucdcitos no SP (uL) pré-leucaférese;

Numero de células mononucleares no SP (uL) pré-leucaférese;
NUmero de células CD34+ no SP (uL) pré-leucaférese;
Porcentagem de células CD34+ no SP pré-leucaférese (%CD34+);
Numero de células CD34+ no produto final da aférese;

Numero de plaguetas no SP (uL) pré-leucaférese;

GCSF/Kg/dia.
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4.2.1 Coletadas Amostras de SP para Quantificacdo de Células CD34+

As amostras foram coletadas em tubo com EDTA, contendo 4 ml de SP,
coletado pela equipe de enfermagem dos respectivos centros de transplante e
enviados ao Centro de Tecnologia Celular e Imunologia Aplicada (IMUNOCET),
situado no Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFJF, para realizacdo da leucometria

global e quantificacdo das células CD34+ por citometria de fluxo.

No quarto dia de mobilizacdo com G-CSF iniciava-se a contagem de leucocitos

totais e quantificacdo das células CD34+ por citometria de fluxo.

A quantificacdo das células CD34+ foi realizada no citbmetro de fluxo
Fluorescence Activated Cell Analyser, FACSCalibur, Becton Dickinson (BD) e a
analise dos resultados foi realizado no software de analise Cell Quest (BD). Para
garantir a qualidade e a seguranga dos resultados a cada rotina o citobmetro foi
calibrado com esferas de calibragéo do fornecedor (BD).

A leucometria global das amostras foram realizadas no contador hematolégico
Mindray BC-2800, a cada rotina era utilizada uma amostra controle para garantia dos

resultados.

As amostras de sangue dos pacientes foram descartadas de acordo com o
PGRSS (Programa de Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude) do
IMUNOCET e da UFJF.

4.2.2 Determinacdo do percentual de células CD34+

Para quantificacdo de células CD34+, foram utilizados os seguintes anticorpos:
anticorpo monoclonal anti-CD45 conjugado com fluoresceina (FITC), anticorpo
monoclonal anti-CD34 conjugado com ficoeritrina (PE), anticorpo monoclonal isotipo
IgG1-PE (controle negativo).
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para quantificacdo de CD34+

Anticorpos Fluorocromo Clone Fabricante
Anti-Hu CD34 PE 581 EXBIO
Anti-Hu CD45 FITC MEM-28 EXBIO

Mouse I1gG1

PE MOPC-21 EXBIO
Isotype Control

No protocolo utilizado a concentracdo de células foi ajustada para 2 x 108
células/pl, em um volume final entre 50ul e 100pl.

4.2.2.1 Técnica de citometria de fluxo para identificacdo de células CD34+

e Foram identificados dois tubos de poliestireno de 12mm x 75mm, um como CD34+
e outro como 1gG1,;

e No tubo CD34+ foi adicionado 10ul de CD45/FITC + 10ul de CD34/PE;
e No tubo IgG1 foi adicionado 10ul de CD45/FITC + 10ul de isotipo 1gG1/PE;

e Foi adicionado aos dois tubos uma aliquota da amostra de SP, com volume entre
50ul e 100ul;

e Os tubos foram homogeneizados no agitador vortex e incubados por 20 minutos,
em temperatura ambiente e protegida da luz;

e Apo0s a incubacao foi adicionado em cada tubo 2 ml de solucéo de lise;
e As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos ao abrigo da luz;

e Foi realizada a leitura do nimero de células CD34+ no citbmetro FACSCalibur
(Becton Dickinson);

e A leitura foi realizada até que se obtivesse o minimo de 100 células CD34+ lidas.
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Figura 4. Quantificacdo das CTH CD34+ do sangue periférico através da citometria de fluxo.
Gréfico A: Determina populacdo de células CD45+ (R1), excluindo plaguetas, hemacias e debris
celulares, a regido R5 sado células linfomononucleares; Gréfico B: Determina a partir da regido R5 os
eventos positivos para células CD34+ com menor granularidade (R2); Gréfico C: Determina a partir da

regido R2 todos os eventos CD34+ e CD45+ de baixa expressao.

4.2.3 Coletade dados sociodemograficos, clinicos, terapéuticos e

laboratoriais

Para a obtencdo dos dados sociodemogréaficos, clinicos, terapéuticos e
laboratoriais, elaboramos um instrumento de coleta para consulta retrospectiva nos
prontuérios (apéndice B). Os participantes do estudo foram avaliados quanto ao sexo,
idade, doenca, status da doenca na mobilizacdo, numero de protocolos
quimioterapicos, numero de ciclos, realizacdo de radioterapia, G-CSF/Kg/dia, nUmero
de coletas, leucometria global no SP, nimero de células CD34+ no SP, porcentagem
de CD34+ no SP, n° de plaguetas no SP, n°® de CD34+ no produto final.
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4.3 Anélise Estatistica

Os dados coletados para o estudo foram reunidos para analise descritiva e
inferencial, por meio de distribuicdes de frequéncias, medianas, minimo e maximo,

média e desvio padrdo apresentados por meio de tabelas.

A associagdo entre a variavel CD34 categorizada e as variaveis numeéricas foi
realizada por meio do teste t de Student ndo pareado. Para escolha deste teste
estatistico verificou-se a distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e

teste de homogeneidade de variancia de Levene.

Para associacdo entre variaveis categoéricas foi empregado o teste qui-
quadrado (CD34+ categorizado e sexo, quantitativo de coletas, doenca, radioterapia,
ciclos de quimioterapia, status da doenca na mobilizacdo e numero de protocolo). O
teste foi escolhido atendendo aos pressupostos de nenhuma casela da tabela de
valores esperados menor que 1 e 80% maior ou igual a 5.

As analises foram realizadas no programa estatistico Statistical Package
for Social Science® (SPSS) versdo 17.0. Para os valores estatisticamente
significativos foi considerado o valor de p < 0,05 para a rejeicdo da hipotese de

nulidade.

4.4 Aspectos Eticos

A pesquisa foi submetida & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital Universitario da UFJF e aprovada pelo parecer
consubstanciado n° 1.419.207 e CAAE 53105615.9.0000.5133. (anexo A).

Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo B) foi
elaborado conforme as normas da Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS) e entregue aos individuos que aceitaram de forma espontanea a
participar do estudo. A leitura do TCLE foi realizada com todos os participantes,
esclarecendo os objetivos do estudo, todos os seus direitos e sanando duvidas que
porventura houvessem. Apds a leitura, foi solicitada a assinatura para 0s que
concordaram em participar do estudo. Uma cépia do documento foi entregue a cada

entrevistado e outra ficou arquivada.
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Sendo assim, por se tratar de pesquisa que envolve a participacao de seres
humanos, foram respeitadas as determina¢cfes da Resolucdo n° 466/12 do CNS, de
forma a garantir que os preceitos éticos e legais fossem evidenciados em todo o
processo de obtencdo e analise dos dados. Ressalta-se que o anonimato e o sigilo

dos participantes foram garantidos.
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5. RESULTADOS

Os resultados e sua discussdo estdo apresentados no artigo “The
importance of quantification of CD34 in the mobilization of hematopoietic
progenitor cells” (Apéndice A). O artigo foi submetido a revista académica
Archives of Medical Research (anexo C).
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6. CONCLUSAO

Esse estudo demonstra a importancia da contagem de células CD34+ no SP
em predizer a eficacia das coletas por aférese e bom rendimento do produto final.
Embora outros fatores influenciem na capacidade de mobilizacdo dessas células,
como a idade e leucometria do SP, a utilizacdo apenas desses fatores para definir as
medicacfes a serem utilizadas na mobilizacdo podem levar a um super ou
subtratamento dos pacientes, com impactos nos custos do procedimento, além da
exposicao a riscos do uso de medicacdes as vezes desnecessarias. Assim a utilizacao
da contagem de CD34 no SP deve ser estimulada para guiar condutas nas

mobilizacdes de pacientes a serem submetidos a TACTH.
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IMUNOCET

Referente ao projeto de pesquisa:

QUANTIFICACAO DO MARCADOR CD34+ POR CITOMETRIA DE FLUXO EM PACIENTES EM MOBILIZACAO E A
CORRELACAO COM A LEUCOMETRIA.

Pesquisadores: Patricia Elkiki dos Santos / Dr. Abrah3o Elias Hallack

DADOS CLINICOS DO PACIENTE

Nome do paciente:

Sexo:( )M ( )F DN: / / Idade: anos Peso: kg

Centro Transplantador: ( ) Hospital Universitario — UFJF ( ) Hospital Monte Sinai

Médico responsavel:

Diagnostico principal:

1. ( ) Linfoma de Hodgkin
2. () Linfoma nao-Hodgkin
3. ( ) Mieloma Multiplo

4. ( )Outros:

Se Linfoma, ha acometimento da MO? ( ) Sim ( ) Nao
Status da doenca na mobilizacéo:

1. ( ) Remissao Completa

2. ( ) Remissao Parcial

3. ( ) Refratario
FATORES INTERFERENTES

- Protocolo quimioterapico?

Numero de ciclos:

- Realizou radioterapia? ( ) Sim( ) Nao

- Paciente ja transplantado? ( ) Sim ( ) Nao Se sim, quando?

- Tipo de mobilizacao?

- Dose de filgrastim? Quantidade? Quantos dias?
- Numero de coletas? Numero de volemias?

- Uso de heparina na coleta? ( ) Sim( ) Nao Se sim, qual quantidade?

- Tempo de neutropenia? Dia da pega medular?

Rua José Lourenco Kelmer, s/n; Campus Universitario — Martelos Juiz de Fora — MG —
CEP 36036-330 Telefone — Fax: (32) 2102-6320
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DADOS LABORATORIAIS DO PACIENTE

Data: /

Leucometria:

Plaquetas

Data: /

Leucometria:

Plaquetas

Data: /

Leucometria:
Plaquetas

Data: /

Leucometria:
Plaquetas

Data: /

Leucometria:

Plaquetas

Data: /

Leucometria:

Plaquetas

uL

uL

uL

/

uL

uL

/

uL

HEMOGRAMA E CITOMETRIA
Linfocitos: Monocitos:
%CD34+: CD34+/uL:
Linfocitos: Mondcitos:
%CD34+: CD34+/uL:
Linfocitos: Monocitos:
%CD34+: CD34+/uL:
Linfocitos: Monocitos:
%CD34+: CD34+/uL:
Linfocitos: Monocitos:
%CD34+: CD34+/uL:
Linfocitos: Monocitos:
%CD34+: CD34+/uL:

INFORMACOES CLINICAS RELEVANTES

Neutrofilos:

Hb:

Neutrofilos:

Hb:

Neutrofilos:

Hb:

Neutrofilos:

Hb:

Neutrofilos:

Hb:

Neutrofilos:

Hb:

Responsavel pelo
levantamento dos dados

Rua José Lourengo Kelmer, s/n; Campus Universitario — Martelos Juiz de Fora — MG —
CEP 36036-330 Telefone — Fax: (32) 2102-6320
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ANEXO A - Aprovacio pelo Comité de Etica pela Plataforma Brasil

Titulo da Pesquisa: QUANTIFICAQKO DC MARCADOR CD34+ POR CITOMETRIA DE FLUXO EM PACIENTES EM MOBILIZAQ;QO EA CORRELA(!‘:\O COM A LEUCOMETRIA
Pesquisador Responsavel: Patricia Elkiki dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 53105615.9.0000.5133

Submetido em: 05/02/2016

Instii!.lisa"ic Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF
Situagdo da Versdo do Projeto: Aprovado

Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsavel

F i Principal: Fi to Proprio

Comprovante de Recepcdo: m PE_COMPROVANTE_RECEPCAQ_564038

. Pesquisador A . ~ A . A Exclusiva do =
Apreciagdo Responsavel - Versdo T Submissdo ~ Modificagdo ¥ Situagdo ¥ B L © Agdes
Patricia Elkiki dos -
PO Santos 1 05/M022016 231022018 Aprovado Méo PE 2 +

LEGENDA:

1*) Apreciagdo
PO = Projete Original de Centro Cocrdenador POp = Projeto Original de Centro Participante POc = Projeto Original de Centro Coparticipante
E = Emenda de Centro Coordenador Ep = Emenda de Centro Participante Ec = Emenda de Centro Coparticipante
M= Notificacéo de Centro Coordenador Mp = Motificacdo de Centro Participante Nc = Motificacéoe de Centro Coparticipante

*) Formagéo do CAAE
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ANEXO B Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HU/UFJF
JUIZ DE FORA - MG - BRASIL

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
Pesquisador Responsavel: Patricia Elkiki dos Santos

Endereco: Rua José Lourenco Kelmer, s/n, Martelos

CEP: 36036-330 — Juiz de Fora — MG

Fone: (32) 2102-6320

E-mail: patricia.elkiki@ufjf.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntéario (a) a participar da pesquisa
“QUANTIFICACAO DO MARCADOR CD34+ POR CITOMETRIA DE FLUXO EM
PACIENTES EM MOBILIZACAO E A CORRELACAO COM A LEUCOMETRIA”.
Neste estudo pretendemos verificar os fatores relacionados ao paciente, além de
definir o melhor momento para o inicio da quantificacdo de CD34 possibilitando uma
coleta mais eficaz de células mononucleares e pico de CD34, otimizando o processo
de coleta buscando beneficios para o paciente e reducéo de custo e tempo para o
servico.

O motivo que nos leva a realizar esta pesquisa é a necessidade de definir o
melhor momento para o inicio da quantificacdo de CD34 possibilitando uma coleta
mais eficaz, com um maior aproveitamento celular, o que ira diminuir o tempo de

espera para realizacao de coletas e beneficiar o paciente.
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Para este estudo sera coletado 4ml de sangue em um tubo de EDTA por dia,
ap0s a mobilizacdo das células-tronco hematopoéticas. Essa amostra sera
encaminhada ao laboratorio IMUNOCET da UFJF para quantificacdo de CD34+, até
que atinja 0 numero minimo de células para a realizacdo da coleta para posterior
transplante de medula 0ssea.

A pesquisa possui riscos minimos, como por exemplo a perda de dados, que
sera controlada por meio do instrumento de coleta de dados e aqueles riscos inerentes
ao tratamento, néo relacionados diretamente a pesquisa, hematoma para coleta de
sangue, dor no local da puncéo.

Para participar deste estudo vocé nao terd nenhum custo, nem recebera
qgualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar. Podera
retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua
participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade
ou modificacdo no seu tratamento.

O pesquisador ir4 tratar a sua identidade com padrfes profissionais de sigilo.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou
o material que indigque sua participacdo nao sera liberado sem a sua permissao.

O(A) Sr(a) ndo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Centro de Tecnologia
Celular e Imunologia Aplicada (IMUNOCET) na Universidade Federal de Juiz de Fora
e a outra sera fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

Eu, , portador do

documento de Identidade fui informado (a) dos objetivos do
estudo “QUANTIFICAGAO DO MARCADOR CD34+ POR CITOMETRIA DE FLUXO
EM PACIENTES EM MOBILIZAGAO E A CORRELAGAO COM A LEUCOMETRIA”,

de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento

poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisao de participar se assim

o desejar.
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Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e

esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20
Nome Assinatura do participante DATA
Nome Assinatura do participante DATA
Nome Assinatura do participante DATA

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o CEP HU — Comité de Etica em Pesquisa HU/UFJF

Hospital universitario Unidade Santa Catarina

Prédio da Administracdo Sala 27. CEP 36036-110
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ANEXO C Comprovante de submissé&o do Artigo

The importance of quantification of CD34 in the mobilization of hematopoietic

progenitor cells

Patricia Elkiki dos Santos, Mariza Aparecida Mota, Luciano José Megale Costa, Luiz
Claudio Ribeiro, Valesca Nunes dos Reis, Rodrigo de Oliveira Andrade, Abrahao

Elias Hallack Neto

Archives of Medical Research

Dear Patricia,
Your submission entitled "The importance of quantification of CD34 in the
mobilization of hematopoietic progenitor cells" has been been assigned the following

manuscript number: ARCMED-D-18-00101.

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial
System as an author. The URL is https://ees.elsevier.com/arcmed/.

Your username is: patricia.elkiki@gmail.com

If you need to retrieve password details

please go to: http://ees.elsevier.com/arcmed/automail guery.asp
Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Oscar R. Fuentes-Porragas, B.S.
Editorial Office
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