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RESUMO

Introdugdo: As células tronco hematopoeticas (CTH) apresentam numerosas
aplicagdes terapéuticas no tratamento de neoplasias hematoldgicas, doengas auto-
imunes e na medicina regenerativa. As caracteristicas clinicas, bioquimicas e
imunitarias dos individuos sao fatores relevantes na qualidade da CTH coletada e
criopreservada, interferindo assim nos resultados dos transplantes de células
tronco hematopoéticas. Os meios de culturas e substratos de cultivo sdo modelos
in vitro necessarios para viabilizar as pesquisas experimentais e use terapéutico.
Esse estudo buscou caracterizar e avaliar a viabilidade e os marcadores
imunitarios de CTH humanas, assim como, para avaliar o papel da fibrina
leucoplaquetaria (FLP) como substrato para o cultivo dessas. Métodos: Trata-
se de estudo descritivo e experimental conduzido com 14 amostras de CTH obtidas
por aférese de 14 individuos adultos saudaveis. As amostras foram submetidas a
tipagem para os antigenos do HLA pela técnica SSO e sistemas ABO/Rh por
imunohematologia. A viabilidade e os tipos de morte regulada foram avaliados por
citometria de fluxo. As espécies reativas foram avaliadas por citometria de fluxo
(EROs/DCFDA; ERNs/DAFFM Diacetate). O potencial de diferenciagdo das CTH
foi avaliado pela utilizagdo de uma malha de fibrina como substrato; os resultados
foram tabulados e analisados no programa Prism 5.0. Resultados: os doadores
das CTH foram adultos jovens com paradmetros hematoldgicos e bioquimicos dentro
dos valores normais de referéncia. O tempo de criopreservacao de 34 + 15 meses
reduziu em 2% o total de CTH-CD34+. Houve maior expressdo dos loci A*02,
DRB1* 04, DRB1*07 para os antigenos HLA. Quanto ao tipo de morte celular
regulada ndo houve diferenga entre os percentuais de apoptose inicial, apoptose
tardia e por mecanismo desconhecido. Quanto ao sistema ABO houve predominio
do tipo O (6 individuos), seguido pelo tipo A (5 individuos). Para o fator Rh houve
predominio do tipo positivo (10 individuos). Posteriormente a criopreservagao
houve grande variabilidade individual na produgdo de espécies reativas e maior
producdo de ERNs do que EROs pelo conjunto dos individuos. O uso da malha de
fibrina favoreceu a antecipacdo do agrupamento celular (homing / 2 dias de
incubacdo), enquanto na auséncia da fibrina o agrupamento foi observado com 3
dias. A malha de fibrina favoreceu o surgimento de sinais de diferenciagao celular
(pseudopodes e nucléolo evidente) com 3 dias de incubagdo. Conclusao: O
conjunto dos resultados mostraram que os parametros da criopreservagao das CTH
devem ser considerados para garantir a sua qualidade, pois houve redugédo na
viabilidade das células quando descongeladas e algumas amostras tiverem
metabolismo mitocondrial proximo de 0 (zero). Considerando que a malha de fibrina
rica em plaquetas, proporcionou a ades&o, o homing e os sinais de diferenciagao
celular, acredita-se que o0s parametros relacionados ao método de
congelamento/descongelamento e ao tempo de criopreservagao foram apropriados
para garantir a qualidade das amostras de CTH. No entanto, sugere-se a
continuidade dos estudos para determinar o efeito a curva de tempo x qualidade
das células para auxiliar a tomada de decisdo dos bancos nacionais de
criopreservagao de células tronco.

Palavras chave: aférese; criopreservagédo; EROs e ENOs; Tipagem HLA; Tipagem
ABO; fibrina leucoplaquetaria.



ABSTRACT

Introduction: Hematopoietic stem cells (HSC) have numerous therapeutic
applications in the treatment of hematologic malignancies, autoimmune diseases
and in regenerative medicine. The clinical, biochemical and immunological
characteristics of individuals are relevant factors in the quality of HSC collected and
cryopreserved, thus interfering with the results of hematopoietic stem cell
transplants. Culture media and culture substrates are in vitro models necessary to
enable experimental research and therapeutic use. This study aimed to characterize
and evaluate the viability and immune markers of human HSC, as well as to evaluate
the role of platelet-rich fibrin (PRF) as a substrate for their cultivation. Methods: This
is descriptive and experimental study conducted with 14 HSC samples obtained by
apheresis from 14 healthy adult individuals. The samples were submitted to typing
for HLA antigens by the SSO technique and ABO/Rh systems by
immunohematology. Viability and types of regulated killing were assessed by flow
cytometry. Reactive species were evaluated by flow cytometry (ROS/DCFDA;
ERNs/DAFFM Diacetate). HSC differentiation potential was evaluated using a PRF
as substrate; the results were tabulated and analyzed using the Prism 5.0 program.
Results: HSC donors were young adults with hematological and biochemical
parameters within normal reference values. The cryopreservation time of 34 + 15
months reduced in 2% the total HSC-CD34+. There was greater expression of the
A*02, DRB1*04, DRB1*07 loci for HLA antigens. As for the type of regulated cell
death, there was no difference between the percentages of initial apoptosis, late
apoptosis and by unknown mechanism. As for the ABO system, there was a
predominance of type O (6 individuals), followed by type A (5 individuals). For the
Rh factor there was a predominance of the positive type (10 individuals). After
cryopreservation, there was great individual variability in the production of reactive
species and greater production of ERNs than ROS by the group of individuals. The
fibrin mesh favored the anticipation of cell grouping (homing / 2 days of incubation),
while in the absence of fibrin, grouping was observed after 3 days. The fibrin mesh
favored the appearance of signs of cell differentiation (pseudopods and evident
nucleolus) after 3 days of incubation. Conclusion: The set of results showed that
HSC cryopreservation parameters should be considered to ensure their quality, as
there was a reduction in cell viability when thawed and some samples had
mitochondrial metabolism close to 0 (zero). Considering that, the PRF mesh
provided adhesion, homing and cell differentiation signals, it is believed that the
parameters related to the freezing/thawing method and the cryopreservation time
were appropriate to guarantee the quality of the samples. However, it is suggested
the continuity of studies to determine the effect of the curve of time x cell quality to
help the decision making of national banks of stem cell cryopreservation.

Key words: apheresis; cryopreservation; ROS and ENOs; HLA typing; ABO typing;
platelet-rich fibrin.
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1. INTRODUGAO



1.1. Caracterizagao das Células Tronco Hematopoéticas (CTH)

As células tronco hematopoéticas (CTH) que habitam os nichos das
medulas 6sseas sdo caracterizadas pelo seu potencial de auto-renovagéao e
capacidade hierarquica de diferenciagcdo nas células progenitoras das
linhagens hematopoéticas (eritréide, linféide e mieldide). Estas células
possuem varios niveis de maturacdo e podem ser identificadas fenotipicamente
com marcadores especificos de superficie como o CD34, mas também pela
expressdo de antigenos especificos de membrana como o Thy-1 e c-kit, além
da pela perda de moléculas de superficie a medida que a diferenciacao se
processa. Também, essas células apresentam baixa taxa de rejeigao relativa a
doencga do enxerto versus hospedeiro, baixo indice de sensibilizagao relativa
aos antigenos do HLA e baixo indice de infecgcado pelo citomegalovirus (Bryder
et al.2006). Depois de transplantadas as CTH possuem grande capacidade de
integracdo na matriz extracelular da medula éssea pela sua propriedade de
interacdo com os receptores CXCR4-SDF1 e VLA-4\VCAM-1 (Bryder et al,
2006) expressos nessa matriz. Uma vez aderidas, as CTH sdo capazes de
proliferar, diferenciar e de se auto-renovarem em fungao do perfil de proteinas
expressos no microambiente medular, pela sinalizagdo endotelial e pelas
moléculas produzidas pelas células do sistema imunitario (Bryder et al. 2006;
Raajimarkers et al. 2008).

O transplante de células tronco hematopoéticas (CTH) é empregado no
tratamento de neoplasias hematologicas e tumores sélidos, nos erros inatos do
metabolismo, nas doencgas auto-imunes; no caso do transplante de medula
Ossea emprega-se altas doses de agentes quimioterapicos associados a
infusdo de células tronco hematopoéticas autdlogas ou alogénicas. O sucesso
do transplante como modalidade terapéutica depende de diferentes fatores
como o percentual de células tronco CD34 obtidas por doador, a
compatibilidade antigénica avaliada pelos grupos HLA (Antigenos Leucocitarios
Humanos) e ABO (Tipo sanguineo/Antigenos eritrociticos), o estadiamento da
doenca de base, o nivel de lesdo do microambiente medular do receptor e a
infeccao pelo citomegalovirus humano (Gluckman et al. 1997; Korbling et al.
2001).



1.2. Fontes e obtencao das CTH com finalidade utilizagao terapéuticas

A obtencido de células tronco hematopoéticas para aplicacdo em
transplantes a partir do sangue periférico, da medula 6ssea ou do sangue do
corddo umbilical (SCU) obedece a diretrizes internacionais, sendo que a
escolha da fonte de obtencdo depende da doenca de base do paciente e da
presenca de doadores compativeis; o corddo umbilical constitui uma boa fonte
de células tronco (CT) por apresentarem alta concentrag&o de células tronco e
por serem tradicionalmente descartados nos centros obstétricos (Liu et al.
2010). Considera-se, no entanto, que alguns fatores podem interferir no
sucesso e na qualidade da fonte de célula tronco, dentre esses merece atengao
os aspectos demograficos das doadoras do corddo umbilical, os erros inatos do
metabolismo fetal, a soroconversdo infecciosa, as variantes anatdbmicas
placentarias e as condigcdes em que o parto se processa (Gluckmann et al.
2006; Ruggeri et al. 2010; Petra et al. 2010).

1.3. Criopreservacao das CTH

Uma etapa importante que se segue ao processo de obtencédo é a
criopreservagao das ceélulas tronco. Esta, tem como objetivo preservar as
células de maneira que mantenha sua viabilidade e seu potencial de
proliferagao in vitro e sua integridade funcional e sem induzir toxicidade uma
vez transplantadas. Assim, € fundamental que os agentes de criopreservagéo
sejam capazes de manter as propriedades das células durante o processo e
periodo de congelamento, minimizando a formagdo de gelo intracelular
(principal causa de ruptura da membrana e morte celular) e a desidratagéo que
ocorre durante esse periodo. Esse processo somente foi possivel pela
descoberta das propriedades criopreservadoras do glicerol e mais tarde do
DMSO (Dimetilsuféxido), sendo este ultimo o mais utilizado na pratica clinica
pela sua propriedade de prevenir a formacéo de cristais de gelo intracelular
(Petra et al. 2010; Stiff et al. 1995; Takaue et al. 1996). Os criopreservadores
extracelulares como o hidroxietilstarch (HES) e a polivinilpirrolina (PVP) nao
penetram nas células, porém previnem a perda excessiva de agua formando
uma camada protetora ao redor da célula (Rowley et al. 1992; Stiff et al. 1995;
Baust et al. 2007; Fleming et al. 2006).



Associado ao agente criopreservador, o método de congelamento
gradativo se mostrou eficaz na prevengao da formacéo de gelo intracelular no
processo de congelamento das CTH. Nesse método que ocorre em trés fases,
a desidratagao ocorre de forma progressiva permitindo que a agua se mova
para o espago extracelular e seja incorporada dentro de cristais de gelo (Figura
1); todo o processo pode ser mensurado pela curva de congelamento em
nitrogénio liquido ou em ultra-freezer (-80 °C). Na fase inicial ocorre o
decréscimo da temperatura a razdo de -1 a -45 °C, na fase intermediaria (fase
critica) tem- se a liberagao do calor de fus&o pelas células e a transi¢cao da fase
liquida para soélida e na fase final ocorre o decréscimo da temperatura abaixo
de -80 °C. Nessas condi¢cdes, as CTH podem permanecer por muitos anos até
que, uma vez selecionadas para uso terapéutico, sado descongeladas,
incubadas in vitro para expansdo clonal e posteriormente infundidas nos
pacientes com indicagéo de transplante (Chaytor et al. 2012; Fuller et al. 2004;
Berz et al. 2007; Santis, Prata 2009).

Figura 1. Mecanismo

° Desidratacao da criopreservacao da

CTH.

Mecanica

Em que pese o processo de criopreservacao ser eficaz para reduzir a
niveis extremamente baixos o metabolismo celular, sabe-se que mesmo
nessas condi¢gdes o tempo de congelamento é um fator que afeta a viabilidade
celular. Logo, para avaliar se as células hematopoiéticas sdo capazes de
manter o seu potencial de proliferacdo e diferenciacédo celular, rotineiramente
avalia-se a recuperacgao/quantificacdo dos granuldcitos e das plaquetas. Essa

quantificagado ocorre, in vitro, durante a expansao clonal feita antes e depois
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do processo de criopreservagao e, in vivo, pela recuperacdo de células
medulares em individuos submetidos ao transplante; de forma semelhante,
avalia-se a viabilidade celular por diferentes métodos (Solomon et al. 2010;
Morrison et al. 2008; Majado et al. 2011; Sutherland et al. 2007) como ensaio
clonogénico, viabilidade pela citometria de fluxo e a prépria recuperagao
hematopoética pos transplante de medula éssea.

1.4. O papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio
(ERNs) nas CTH

Nas ultimas décadas, o potencial terapéutico do transplante de células-
tronco hematopoiéticas (TCTH) adquiriu um papel primordial no manejo de um
amplo espectro de doencgas, incluindo cancer, condigdes hematologicas,
desregulagdes do sistema imunolégico e erros inatos do metabolismo. Os
diferentes tipos de TCTH, autdlogo e alogénico, incluem riscos de complicagdes
graves, incluindo complicagdes agudas e crénicas da doenga do enxerto contra
o0 hospedeiro (DECH), doenga veno-oclusiva hepatica, lesdo pulmonar e
infeccbes. O CTH ¢é realizado para restaurar ou tratar varias condicdes
congénitas nas quais as fungbes imunoldgicas estdo comprometidas, por
exemplo, por quimioterapia e radioterapia, e envolve a administragdo de
células-tronco hematopoiéticas (CTHs) em pacientes com medula 6ssea (BM)
depletada ou disfuncional. Como a biologia das CTHs é fortemente regulada
pelo estresse oxidativo (OS), o controle dos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS) é importante para manter sua capacidade de autorrenovagao
(Bai et al 2018).

Em CTHs quiescentes, baixos niveis de ROS s&o essenciais para a
manutengdo do metabolismo celular; no entanto, os niveis fisiologicos de ROS
promovem a proliferacéo e diferenciagcdo de CTHs. Altos niveis de ROS estédo
envolvidos principalmente no repovoamento de curto prazo, enquanto baixos
niveis de ROS estdo associados a capacidade de repovoamento de longo
prazo. A criopreservagdo € atualmente a unica tecnologia confiavel para
armazenamento de CTH (Schuettpelz et al 2013; Ludin et al 2014) . Em
temperaturas criogénicas (-150 a -196 °C), todo o metabolismo celular pode ser
"suspenso". Apds serem aquecidas em banho-maria (37 °C), as células
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criopreservadas recuperar com viabilidade e fungcbées mantidas. A
criopreservagao CTH é indispensavel para garantir realizagao dos transplantes
celulares (Ludin et al 2014). Os protocolos atuais para criopreservagao de MSC
requerem dimetilsulfoxido (DMSO), que é facilmente permeavel e capaz de
proteger CTH de crio-lesbes (Kong et al 2016).

Tanto a criopreservacao quanto fatores da coleta, caracteristicas dos
doadores, descongelamento podem liberar moléculas de oxigénio reativos e
desencadear estresse celular e perda da intregridade das CTH. Espécies
reativas de oxigénio (ROS) desempenham papéis importantes na
hematopoiese e regulam a autorrenovagao, migracéo e diferenciacdo mieldide

de células-tronco hematopoiéticas (CTH) (Bai et al 2018).

1.5. A histocompatibilidade das CTH

Para que um transplante seja bem realizado, é necessario, entre outros
fatores, que tenha compatibilidade doador-receptor para moléculas codificadas
pelos genes HLA (Human Leucocyte Antigens) relacionados as classes | e Il. Na
presente rotina laboratorial dos exames de histocompatibilidade pré-transplante
s&o analisados os locos HLA-A, HLA-B e HLA-DRB (Pasquini et al, 2004).

A heranga HLA se da de forma autossémica e codominante. Isto quer dizer,
que um individuo expressa na superficie de suas células os produtos codificados
pelos genes presentes nos cromossomos autossémicos parentais. De modo que,
cada genitor possui dois cromossomos 6 (Figura 2) diferentes, quatro distintas
combinacgdes de hapldtipos sdo possiveis para seus descendentes. Este modelo
de heranca é um fator relevante na busca de doadores aparentados compativeis
para transplante (Klein & Sato, 2000). Quando um irmao HLA genotipicamente
idéntico nao for identificado, existe a possibilidade de uma extensa busca na
familia. Diante disso, deve-se realizar uma analise mais extensa que inclua pais,
avos, tios e primos em primeiro grau. Para os pacientes que ndo mostram um
doador compativel na familia, resta a alternativa de procurar um doador nao
consanguineo (Pasquini et al. 2004). Além disto, ha também o problema da rejeigé&o
de tecido transplantado pelo receptor, sendo provocado por complexos de
proteinas presentes nas células do tecido doado. Portanto, foi descoberto ha mais
de 50 anos que o locus genético do HLA (Antigeno Leucocitario Humano) esta
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relacionado a rejeicdo do transplante e as doengas autoimunes e varias condigdes
clinicas que envolvem o sistema imunolégico (Klein & Sato, 2000).

O sistema é conhecido por rejeitar moléculas reconhecidas como antigenos
no tecido transplantado. No entanto, apesar das rejeigdes entre individuos nao
totalmente compativeis, essas estruturas sao essenciais no sistema imunoldgico
(SI), e existem em todas as células nucleadas porque sua principal fung&o biologica
€ regular a Resposta Imune Adaptativa (Choo 2007). Nesse caso, esclarecer a
ligacdo entre o transplante e o HLA é o achado mais importante da pratica de
transplante, uma vez que essa ligagao é essencialmente o que define a importancia
da histocompatibilidade doador-receptor (Ayo et al. 2015); conhecer o perfil
imunogenético dos doadores e pacientes é condicdo essencial para realizagdo do
TMO.

HLA
MHC Complex
HLA-A __ , 1
~ 21.32p
= 21.31p
%: » . P
=— 21.2p
A~ | mm eentremers Figura 2. Estrutura do gene HLA
- /‘ e .
HLA-B - (Klein & Sato, 2000).
—]|
—] q
HLA-DR = arm
-
HLA-DQ~ | o
HLA-DP~ | L
human chromosome 6

1.6. A malha de fibrina e seu potencial regenerativo

O entendimento do uso terapéutico de um concentrado sanguineo
que agregasse plaquetas, leucocitos e fatores de crescimento em
concentragdes suprafisiologicas fez surgir varias e distintas metodologias para sua
obtengado, a partir da concentragao seletiva dos elementos sanguineos em um
determinado volume (Di Liddo et al 2018, Baham et al 2018). Essa matriz

bioldgica foi denominada, por proposi¢édo convencional, como uma fibrina rica em



plaquetas e leucocitos (FLP), sendo caracterizada como um produto biolégico
autdlogo para fins terapéuticos exclusivamente autologos.

Como reportado por Oliveira et al. (2020), os parametros utilizados na
obtencdo da FLP devem ser considerados para garantir as caracteristicas
biolégicas e, consequentemente, o potencial de aplicagdo terapéutica. Dentre
esses se destacam os tipos de tubos para colegdo sanguinea, a forga centrifuga
relativa (FCR) e o angulo do rotor da centrifuga (Oliveira et al. 2020).

Conforme consenso internacional, a matriz de FLP deve apresentar
concentragbes suprafisioldgicas de plaquetas, rede densa de fibrina rica em
juncdes fibrilares do tipo, conteudo leucoplaquetario com integridade morfolégica e
liberagao lenta e crescente do conteudo de citocinas (Weisel et al. 2017).

Nas ultimas trés décadas, o enorme progresso na tecnologia de
processamento celular aumentou a mudanga geral de terapias baseadas em
células-tronco heterdlogas para autélogas. Na perspectiva de biomateriais e
aditivos cirurgicos bioativos com resultados previsiveis na medicina regenerativa,
varias técnicas foram desenvolvidas para processar o sangue periférico e obter
produtos uteis para controlar a inflamagao e reforgcar os eventos fisiologicos de
hemostasia e cicatrizagcdo de feridas (Dohan et al. 2012; Burnouf et al. 2013,
Marenzi et al. 2015, Dohan et al. 2017; Castro et al. 2017). Dependendo de seu
conteudo de plaquetas, leucdcitos e arquitetura de fibrina, eles sdo comumente
classificados em quatro familias: (/) plasma puro rico em plaquetas (P-PRP, na
forma liquida ou em gel); (/i) plasma rico em leucécitos e plaquetas (L-PRP, na
forma liquida ou em gel); ( Jii ) fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF); e (iv ) fibrina
rica em leucdcitos e plaquetas (L-PRF) (Dohan et al 2012). Entre eles, o L-PRF
oferece maiores quantidades globais de TGF-B1 liberado, uma liberag&o
sustentada e de longo prazo de fatores de crescimento (VEGF, IGF1, PDGF-AB) e
citocinas (IL-1B) e indugdo mais forte da migragao celular em in vitro (Schar et al.
2015).

Obtidos por diferentes métodos e dispositivos de produgdo, os
hemoderivados demonstram ser benéficos para tecidos com suprimento sanguineo
restrito, rotatividade celular lenta, restauracdo limitada da matriz extracelular
facilitando o recrutamento, proliferacdo e maturacdo das células participantes

regeneragao. Eles sdo comumente usados em clinicas para inumeras aplicagbes
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médicas, incluindo (/) a cura de ulceras e queimaduras recalcitrantes; (i)
estimulacdo da regeneracéo tecidual em odontologia, implantodontia, cirurgia buco-
maxilo-facial e plastica; ( iii ) o tratamento da osteoartrite do joelho; e ( iv ) o reparo
do tecido musculoesquelético, tendao e lesdes ligamentares (Bradan et al. 2018;
Masoudi et al. 2016).

Até o momento, as potencialidades regenerativas intrinsecas do L-PRP tém
sido comumente atribuidas a fatores derivados de plaquetas e leucocitos (fatores
de coagulagado, fatores de crescimento e citocinas) e matriz de fibrina que
orquestram sinergicamente o recrutamento de células-tronco ou células
progenitoras apds uma resposta inflamatéria impulsionado por neutrdfilos,
macrofagos polarizados M1 e linfocitos T (fase inicial) e macréfagos M2 (fase
tardia)(Hart et al 2022). Um crescente corpo de evidéncias demonstra que a
contribuicdo de L-PRF para a angiogénese e vasculogénese in vivo no local da
lesdo € mediada por células-tronco hematopoiéticas intrinsecamente transportadas
(HSCs) (CD34 * ) e células progenitoras endoteliais (CD34 * /VEGR- 2 * /CD133")
(Caloprisco et al. 2010). Embora células multipotentes semelhantes a fibroblastos
com propriedades proliferativas e multidiferenciadas tenham sido identificadas no
sangue periférico humano (Kucia et al. 2008, Cesselli et al. 2009, Scapin et al.
2016), até o momento, nenhuma evidéncia sobre sua presenca foi relatada em
produtos L-PRF.

1.7. Justificativa do estudo

Como dito anteriormente, e considerando que o tempo de
criopreservagao é um fator que afeta a viabilidade e o metabolismo celular, é
possivel supor que ele também possa afetar a expressao imune dessas células.
Sabe-se que individuos transplantados com CTH podem apresentar resposta
inflamatoria depois de infundidos com hemocomponentes autdlogos a partir de
células tronco criopreservadas e obtidas de sangue periférico. Assim, especula-
se acerca do grau de ativacdo génica das CTH transplantadas. Logo,
considerando que a selecdo de CTH para transfusdo depende da
compatibilidade antigénica, ¢é possivel que boa parte das células
criopreservadas apresentem perda da viabilidade e seu potencial de



diferenciagcao, assim como apresentem algum grau de ativacdo génica e com
expressao de proteinas.

Os meios de cultivo atuais para CTH humanas realizados nos centros de
processamento celulares envolvem meios comerciais de dificil acesso e custo
inacessivel a pratica brasileira de pesquisa. Assim, a pesquisa experimental em
areas basicas de rotinas laboratoriais em momentos de reducéo de custos e falta
de incentivos de pesquisa s&o necessarios para incentivo da ciéncia. O potencial
regenerativo da malha de fibrina € amplamente pesquisado na medicina
regenerativa, assim seu potencial como meio de cultivo de células tronco poderia
ser uma nova forma de inovagéao tecnoldgica bem como redugéo do custeio quando
comparados aos meios tradicionalmente disponiveis.

Considera-se que é fundamental para auxiliar a terapéutica clinica
identificar o tempo em que as CTH permanecem viaveis e aptas para o
transplante, se a expressao de imunomarcadores e o perfil imunogenético séo
capazes de afetar as fungdes imunitarias dos individuos transplantados e se o
processo de criopreservagao afeta o metabolismo e o estagio de ativacdo das

células.
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2. OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO PRIMARIO
Caracterizar e avaliar a viabilidade e os marcadores imunitarios de

células tronco hematopoiéticas humanas criopreservadas.

2.1.1. Objetivos especificos

Descrever o perfil epidemioldgico e clinico dos individuos;

Identificar e quantificar as células CD34"*

Avaliar a viabilidade celular, antes e depois da criopreservacgao;

Determinar a tipagem HLA e sistema ABO;

Determinar a produgao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio;

2.2. OBJETIVO SECUNDARIO
Avaliar o papel da fibrina leucoplaquetaria (FLP) como substrato para o

cultivo de células tronco hematopoéticas (CTH).

2.2.1. Objetivos especificos

e Descrever a morfologia das CTH incubadas por 1, 2, 3 ou 7 dias, na presenga
ou auséncia da FLP;

e Determinar o efeito da FLP no homing celular;

« lIdentificar possiveis indicios de diferenciagao celular.

12



3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Delineamento experimental

Obtencao das CTH

(Aférese)
Quantificacao das Tipagem das CTH Avaliacao da
CTH-CD34* (ABO/HLA) viabilidade celular

Criopreservacao das CTH

l

Selegéo das amostras das CTH e descriopreservagao (n = 14)

Descrigao do perfil epidemioldgico e clinico dos individuos/doadores

Quantificacdo das CTH-CD34+ Avaliacao da viabilidade celular

Avaliacdo da producéao Avaliacdo do tipo de
de EROS e ERNS morte celular

Papel da malha de fibrina no cultivo de CTH

Tabulagao dos dados, analise estatistica
e representacao dos resultados

Figura 3. Fluxograma do estudo

3.2. Tipo e local do estudo

Trata-se de estudo retrospectivo descritivo para avaliar a viabilidade
celular e os marcadores imunitarios de células tronco hematopoéticas humanas
criopreservadas, em fungdo de variaveis epidemioldgicas, do tempo e da
solucao de criopreservacao, que influenciam na diferenciagao e poder de auto-

renovacao das células tronco hematopoéticas de sangue periferico de
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individuos saudaveis. O estudo esta em desenvolvimento nos laboratérios do
Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada — NuPMIA, da
Faculdade de Medicina, UnB e no Centro de Tratamento de Cancer de Brasilia.

3.3. Normas éticas

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Santa Marta de Ensino e Pesquisa, para a utilizacao dos prontuarios
dos individuos e acesso as amostras das células tronco hematopoiéticas (CTH)
(Protocolos 5.769.882 de 14/11/2022; 5.769.885 de 15/11/2022; 5.812.697 de
01/12/2022).

As normas éticas que regulamentam os estudos com serem humanos
foram cumpridas durante a coleta dos dados, em concordancia com a
Declaragcdao de Helsinki (WMA, 2013) e mediante assinatura termo de

consentimento livre e esclarecido pelos individuos (Anexo 1).

3.4. Individuos, critérios de inclusao e exclusao

As células tronco foram obtidas e criopreservadas a partir da aférese
do sangue de 14 individuos adultos saudaveis, de ambos os sexos, nao
portadores de doencas infectocontagiosos; foram excluidos individuos que
faziam uso imunosupressores e 0s que se recusaram a assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido.

Os individuos desse estudo estavam sob procedimento de doacao das
CTH para o tratamento de pacientes oncoldgicos (parentes de primeiro grau)
que foram submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas
alogénico cerca 24 meses antes dos ensaios. Assim, as amostras
(TmL/amostra/individuo) de CTH estavam criopreservadas em freezer -80 °C
em caixas individualizadas para controle de lote/congelamento dos
componentes criopreservados (sem finalidade terapéutica) no Banco de
Sangue Sao Lucas, Brasilia — DF e, posteriormente, a aprovacédo do estudo
pelo comité de ética e TCLE dos individuos, as mesmas foram disponibilizadas

para o estudo.
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Tais amostras (1ml) sdo habitualmente descartadas apos infusdo
regular das CTH nos pacientes, sem prejuizo aos receptores direcionados ou

individuos doadores).

3.5. Obtencao do perfil epidemiolégico

Para descrever o perfil dos individuos foram obtidos os dados
epidemioldgicos (sexo e idade) e clinicos (hematologicos, bioquimicos,
sorologia viral), além do tempo de recuperagdo hematologica, que se refere ao
tempo necessario para a normalizacdo das trés linhagens leucocitarias

(granuldcitos, linfocitos e mondcitos), eritrocitos e plaquetas.

3.6. Obtencao das de células tronco hematopoiéticas pela técnica de aférese

Para o estudo foram utilizadas 14 amostras (aliquotas de 1 mL) de CTH
obtidas de doadores saudaveis por aférese terapéutica (Cobe Spectra®) em kit
especifico contendo citrato como solugado anticoagulante padrao (bolsa de
aférese; 254 mL coletada).

Os individuos saudaveis (doadores) eram parentes consanguineos de
primeiro grau dos pacientes que foram submetidos ao TCTH. A obtengéo das
CTH foi por meio da técnica de aférese terapéutica (Figura 4). Os doadores
utilizaram o medicamento chamado estimulador de formacao de colonia de
granulocitos (G-CSF) por 4 dias para estimular e liberar as CTH para corrente
sanguinea. No quinto dia os mesmos eram submetidos a coleta de 4-5 volemias

de aférese para a obteng¢do das CTH.
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Figura 4. Doador realizando coleta de CTH pela técnica de aférese (EBHSER,
2021).

3.7. Isolamento, quantificagcdo e caracterizacao das células tronco
hematopoiéticas (CTH) por citometria de fluxo pré congelamento

As bolsas de aférese contendo CTH foram mantidas sob refrigeracao (4 °C)
durante as etapas de remogao dos eritrocitos e dos granulécitos e da obtengao das
células mononucleares, sob capela de fluxo laminar. Assim, para remover os
eritrécitos a suspenséo foi centrifugada por 10 minutos com forga de 3000 x g e
lavadas em STF a 4 °C. Em seguida, as células foram suspendidas em 1 mL de
Ficoll/Hypaque (Sigma-Aldrich®), centrifugadas por 25 minutos com forga de
2000g. e lavadas com STF a 4 °C para a remogao dos granulécitos. A fragéo
restante contendo as células mononucleares foi submetida a imunotipagem para
remover os leucdcitos mononucleares e para isolar e caracterizar as células CD
34+,

A fragdo de células mononucleares obtida no item 3.6 foi ressuspendida
com 100 uL de solugéo contendo anticorpo anti-CD34/108 células (Sigma-Aldrich®,
EUA). Depois de 30 min, as células CD34+ foram isoladas a partir desta solugao
numa coluna de separagédo celular (Invitrogen®, EUA) com intervalo 7 x 10° -3 x
108). A separagéo celular foi feita por citometria de fluxo FACSCanto (Becton-
Dickinson, NJ, USA®) usando CD34 anti-humano conjugado com PE (Bioscience,
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USA®), CD38/FITC (Dako Cytomation, Denmark®), CD45/FITC (Dako
Cytomation®) de acordo com as especificagdes do fabricante.

O protocolo ISHAGE- International Society for Hematotherapy and Graft
Engineering (Sutherland et al 2015; Gramtma et al, 2003) foi utilizado para
determinar e qualificar as 14 aliquotas de individuos contendo as células
CD34+/CD45+/CD38- com baixa dispersao lateral. Essa etapa é realizada em
laboratorio de referéncia terceirizado do laboratério de criopreservagéo. A
quantificacdo das CTH CD34+ foi realizada antes do congelamento (apds coleta de
aférese) e esses resultados estavam registrados dos prontuarios dos individuos,
sendo a técnica descrita acima esta descrita na literatura médica recomendada

para este objetivo.

3.8 Tipificagao dos antigenos de histocompatibilidade HLA e sistema
ABO/Rh dos individuos

O resultado da tipagem para os antigenos do HLA e ABO foi obtida dos
prontuarios dos individuos. As amostras foram tipificadas para os loci HLA-A, -B,
C, DQ e -DRB1 pela técnica de SSO (sequenciamento dos I6cus HLA pela técnica
de oligonucleotideos apos extragao do DNA leucocitario), utilizando metodologia de
citometria de microesferas marcadas (Luminex) com kits comerciais padrao da

instituicdo (OneLAmda®) e interpretagao pelo equipamento LABSCAN 3D® (Figura

< m I»E:,H 1

Realizar a PCR. Hibridizar o produto de Deteccao utilizando Analise e tipagem HLA

PCR nas beads. Sistema LABScan 100 com Software HLA Fusion.
ou LABScan3D.

Figura 5. Técnica de execugao da tipagem HLA pela metodologia de SSO.
(Biometrix diagnostica, 2022).

A tipagem ABO/Rh dos individuos foi realizada pela técnica

imunohematolégica em cartdo de gel (Figura 6). Esses dados foram registrados nos
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prontuarios dos individuos, sendo as técnicas de tipificagdo HLA e de tipagem
ABO/Rh conforme recomendacgao da literatura.

Para os casos de nao identificagao alélica, situacdo comum em populagdes
de grande Vvariabilidade como a brasileira, a(as) amostra(as) foi(ram)
encaminhada(as) para o sequenciamento génico de alta geragdo em laboratério
de referéncia e, posteriormente, reportado ao catalogo internacional de

imunogenética e ao genebank.

I;B D ICDE ctl
| 2,

(ABO 3 AML2. 3
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-
(ABO2)

I T P T T

Figura 6. Técnica de tipagem sanguinea ABO pela metologia de cartdo-gel
(Fundagao Pro-sangue-SP, 2022).

3.9. Técnica de Criopreservagao das CTH

As bolsas de aférese contendo CTH foram mantidas sob refrigeragao (4 °C)
durante as etapas de remogao dos eritrocitos e dos granulécitos e da obtengao das
células mononucleares, sob capela de fluxo laminar. Assim, para remover o0s
eritrocitos a suspenséo foi centrifugada por 10 minutos com for¢ga de 3000 x g e
lavadas em STF a 4 °C. Em seguida, as células foram suspendidas em 1 mL de
Ficoll/Hypaque (Sigma-Aldrich®), centrifugadas por 25 minutos com forca de
2000g. e lavadas com STF a 4 °C para a remogao dos granuldcitos. A fragéo
restante contendo as células mononucleares foi submetida a imunotipagem para
remover os leucocitos mononucleares e para isolar e caracterizar as células CD
34+,

Depois de serem isoladas, o volume final das bolsas contendo a suspensao
das CTH-CD34" era de 100 a 150 mL (Figura 7). Depois, as bolsas foram colocadas
entre duas placas metalicas a fim de que a velocidade de congelamento fosse
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igualmente distribuida em todo o seu volume. O conjunto bolsa/placas metalicas foi
entdo introduzido em equipamento para congelamento a velocidade programada
de 1 a 3 °C/minuto até atingir -80 °C.

Depois de descongeladas, as CTH foram enxertadas nos individuos sob
tratamento para supressao das medulas 6sseas; esse procedimento resultou numa
“‘pega” de 100% (sucesso clinico da enxertia).

As aliquotas excedentes das bolsas contendo a suspensao das CTH foram
novamente criopreservadas em 3 aliquotas de 1 mL em Eppendorf; essas amostras
foram acondicionadas em caixas criogénicas (-80 °C) e permaneceram até o inicio

dos ensaios, 0 que aconteceu 34 + 15 meses depois.

Figura 7. Amostra contendo bolsa de criopreservagao d CTH envolta pelo
canister de aluminio sendo inserida em tanque de nitrogénio liquido (Santis &
Prata 2009).

A curva de congelamento foi determinada pela leitura dos sensores
(loggers) com sistema automatizado de criopreservagcdo com fornecimento do
grafico com determinagado das 3 fases criticas de criopreservagao, liquida,

trasicéo e sdlida (Figura 8), sendo que a fase de transicdo merece atengao pelo

risco potencial de causar les&o celular.
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Figura 8. Curvas de congelamento programado de CTH. (Santis & Prata, 2009).

3.10. Avaliacao da viabilidade celular pés descongelamento

Depois de descriopreservadas, avaliou-se a viabilidade celular pelo
meétodo de exclusdo de nigrosina e por citometria de fluxo. Primeiramente, a
uma aliquota das células (10*células/100 pL) foi adicionada uma solugdo de
nigrosina (corante supravital do tipo anidnico que n&o penetra em células vivas)
a 0,5%, em solucdo salina tamponada com fosfato. Em seguida, 5 uL da
suspensao foi inserida no hematocitbmetro (cdmara de Neubauer) para a
quantificagdo das células vivas e mortas por microscopia optica (400 x de
aumento). O total de células vivas ou mortas foi dado pelo % células vivas/mL
(Figura 9).

Para avaliar as células viaveis e mortas (apoptose ou necrose) as
células foram submetidas ao método da dupla coloragcido de anexina V-FITC/PI.
Assim, 10 x 10° células/escavacao foram incubadas em triplicata, em placa de
96 escavacgdes, a 37°C por 24 horas sob 5% de CO2 em ar. Depois, foi
adicionado 5 uL da solucao estoque Anexina V-FITC e 5 uL de iodeto de
propidio (Pl) a solucdo estoque (eBioscience™ Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit, ThermoFisher BMS500FI-300). Em seguida, as células foram
novamente incubadas por 10 minutos, no escuro em temperatura ambiente. Em
seguida, as escavagdes foram homogeneizadas para subsequente leitura por
meio do citdmetro LSR FortessaTM (BD, Biosciences Pharmingen, Califérnia,

USA) com no minimo 10x10® eventos.
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Figura 9. Grafico de pontos mostrando células Ramos duplamente marcadas
com anexina V:FITC (ANNEX100F) e iodeto de propidio (Gratama 2003). A
figura mostra o padréo de dispersao das células vivas (vermelho) e mortas por
apoptose (verdes) e necrose (roxo).

3.11. Obtencao da fibrina leucoplaquetaria

Para a obtencao da fibrina leucoplaquetaria (L-PRF) foram coletadas
amostras de sangue venoso (10 mL) de dois adultos jovens saudaveis do sexo
masculino, em frasco plastico ndo heparinizado. As amostras de sangue foram
coletadas de cada participante em uma das veias periféricas da fossa antecubital
(cefalica, basilica ou intermédia cubital) em tubos de vidro de 10mL FibrinTubes
(Montsserat, China) - estes tubos s&o isentos de aditivos e possuem registro
sanitario na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sob o numero
80153030126 para obtengédo da matriz de LPRF - utilizando o sistema de coleta a
vacuo com agulha 21G (Greiner Bio-One, Brasil). Cada tubo apresenta tempo
médio de preenchimento de 20,0 * 2,0 segundos. As amostras sanguineas foram
centrifugadas imediatamente apds a coleta do ultimo tubo.

Em seguida, o sangue foi centrifugado por 10 minutos em centrifuga de
rotor fixo com angulo de 25° (Montserrat®, China) por a 200 x g. Depois, a
fracdo gelatinosa sobrenadante foi pingada, o coagulo foi removido e, entao,

ela foi depositada sobre a placa metalica perfurada para obter a malha de fibrina
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(~1 mm de espessura), sem excesso de soro. Em seguida, fragmentos da
malha de fibrina (~ 10 mm de didmetro) obtidos da regiao superior da FLP
(Figura 10) foram depositados sobre laminulas de vidro posicionadas dentro
nas escavacdes de uma placa de 24 escavacgoes.

Superior (fibrina + Intermediaria (fibrina + Inferior (fibrina + plaquetas +
plaquetas) ‘ plaquetas + leucdcitos) ‘ leucocitos + eritrocitos)

Fotografia

Microscopia 6ptica

Figura 10. Imagens da FLP obtidas por fotografia e fotomicrografia de uma
secgao histologica corada com hematoxilina & eosina. Observar as trés regides
da FLP com seus constituintes: superior (fibrina + plaquetas), intermediaria
(fibrina + plaquetas + leucdcitos) e inferior (fibrina + plaquetas + leucdcitos =
eritrécitos) (Oliveira et al. 2020).

3.12. Avaliagao da FLP como substrato para o cultivo das CTH

Para esse ensaio foram utilizadas trés amostras de células tronco
hematopoiéticas (CTH) obtidas dos individuos selecionados (n = 14). Os ensaios
foram realizados em ftriplicata sob 3 placas de microcultivo de 24 escavacdes em
que, em cada uma delas era depositada uma laminula de 13mm para a aderéncia
das CTH descongeladas. Apdés o descongelamento das amostras de trés
individuos, obteve-se os percentuais de células vivas: CTp1 com celularidade total
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de 6,2x108 células CD34" e viabilidade celular de 97%; CTp2 com celularidade total
de 12x108 células CD34"* e viabilidade celular de 97%; CTp3 celularidade total de
7,5x10° células CD34* e viabilidade celular de 98%.

Na sequéncia, as CTH (1x10° células) foram cultivas em meio de cultura
de RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St Louis, EHA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado com volume final de 1 mL.

Para avaliar o efeito de FLP, a fragdo gelatinosa sobrenadante foi pingada,
o coagulo foi retirado e, a seguir, depositado sobre a placa metalica perfurada para
obtencdo da malha de fibrina (~1 mm de espessura), sem excesso de soro. Em
seguida, fragmentos (~10 mm) foram removidos da parte superior da malha de
fibrina (fibrina + plaquetas) e depositados em laminulas de vidro previamente
inseridas nas escavagbes de uma placa de 24 pogos. Em seguida, 10°
células/escavagao) foram incubadas em triplicata em meio de cultura RPMI 1640
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (final volume de 1 mL), em 4 placas de microcultivo (24 pogos), em estufa
de CO2 (37 °C) por 24, 48 ou 72 horas, na presenga ou auséncia de FPL; em cada
escavacao, foi depositada uma laminula de 13 mm para a aderéncia das células.

Finalizada a incubacao, as células foram lavadas com STF a 37 °C (2
vezes) para remover as células ndo aderentes e cuidadosamente secas com ar
aquecido. Posteriormente, as células foram fixadas com metanol e coradas com
solugdo de Giemsa a 10%. As analises foram realizadas por um observador sob

microscopia optica (aumento de 1000x).

3.13. Determinacao da producao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio

Para quantificar EROs e ERNs as CTH foram descriopreservadas em
banho Maria, em tubos tipo Falcon e centrifugadas com uma solugdo de 2%
albumina bovina em solugéo salina tamponada com fosfato (BSA/STF) a 4 °C por
3 vezes para remover a solucio de criopreservagao. Os ensaios foram realizados
em ftriplicata, em placa de 96 escavagdes e incubadas (10* células/escavagao/200
mL) em camara umida a 37°C, na presenca de 5% de CO2 em ar, na presenga ou
auséncia de estimulo com 20 ng/mL de TNF ou 50 ng/mL de LPS.
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Para quantificar a produgao de EROs, as células foram incubadas por 30
min. Decorrido esse tempo, 100 yL de uma solug¢ao de uso da sonda DCFDA (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, ThermoFisher P36242), obtida com 10 uL
sonda DCFDA estoque + 4 mL STF 37°C, pH 7.2, foi adicionada as escavagdes.
Depois de reincubadas nas mesmas condi¢cdes descritas por 30 min € no escuro,
as escavagoes foram homogeneizadas.

Para quantificar a producao de ERNs, as células foram incubadas por 24
horas. Decorrido esse tempo, 100 uyL de uma solugcdo de uso da sonda DAFFM
Diacetate (4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein Diacetate,
ThermoFisher D23844), obtida com 10 yL sonda DAFFM estoque + 6240 uL STF
37°C, pH 7.2, foi adicionada as escavagdes e depois reincubadas por 1 h no escuro,
as escavagodes foram lavadas com STF 37°C, pH 7.2 para a homogeneizagéo.

Ambas as leituras, EROs e ERNs foram feitas no citometro LSR
FortessaTM (BD, Biosciences Pharmingen, California, USA) com no minimo 10x10°
eventos. Os resultados foram expressos em percentagem da intensidade média de
fluorescéncia (%MFI) pelo FlowJo Software (Tree Star Inc).

3.14. Analise estatistica

Para a aplicacao dos testes estatisticos serdo avaliadas a normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a variabilidade das variaveis pelo teste de
Bartlett. Para as multiplas comparacgdes (+ 2 grupos) foram utilizados o teste de
ANOVA ou Kruskal-Wallis para dados com distribuigdo normal ou n&o normal,
respectivamente. Considerando a distribuicdo normal, a comparagdo entre
duas amostras dependentes ou independentes foram utilizados o teste t-
pareado ou o teste t, respectivamente. As diferencas entre as variaveis foram
consideradas significativas quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréncia
devida ao acaso (erro tipo |) for menor que 5% (p < 0,05). O programa Prism
5® software package (GraphPad, USA) foi utilizado paras as analises e para a

representacdo grafica dos resultados.
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4. RESULTADOS



4.1 Perfil epidemiolégico dos individuos

As amostras de células tronco hematopoiéticas foram obtidas de 14
doadores adultos jovens saudaveis com 40 + 12 anos, sendo 5 mulheres e 9
homens; ndo houve diferengca nas proporgdes entre ambos (Teste de Fisher, p >
0,05) (Tabela 1). As CTH foram transplantadas nos pacientes, resultando em 100%
de sucesso na enxertia.

Os dados obtidos dos prontuarios dos individuos mostraram similaridade
entre homens e mulheres quanto as idades e quanto ao indice de massa corporal

(IMC) (Teste t; p > 0,05).

Tabela 1. Perfil dos individuos do estudo.

Individuos Sexo Dgzas.dce;& c;;esta Idade IMC
1 MF F 07/2019 32 28
2 JV F 09/2019 59 29
3 SMV F 01/2020 45 33
4 CF F 02/2020 43 27
5 GFM F 01/2019 36 27
6 MHTH M 03/2019 42 30
7 TEM M 05/2019 23 28
8 FM M 03/2020 34 30
9 ASS M 10/2021 50 24
10 MFC M 01/2020 47 36
11 WMT M 02/2019 29 30
12 OFS F 07/2021 19 26
13 DC M 03/2018 52 27
14 JFE M 01/2017 47 23

Média + DP - 40+12 | 283
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4.2. Perfil clinico dos individuos

Os individuos/doadores das CTH foram avaliados quanto aos parametros
hematoldgicos e bioquimicos. Os dados foram obtidos dos prontuarios, compilados
e analisados para avaliar se esses parametros se encontravam em conformidade

com os valores normais de referéncia.

4.2.1. Parametros hematolégicos

Os dados obtidos para os parédmetros hematolégicos dos
individuos/doadores mostraram similaridade com os valores de referéncia para o
total de leucocitos, para os percentuais de cada tipo celular (neutrofilos e linfécitos),
assim como para as plaquetas e o total de hemoglobina; ndo houve diferenga entre
homens e mulheres (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil hematoldgico dos individuos.

individuos | gexp | SEuS0Cios | Neutrdfios | Linfocitos | emestne) G
1 MF F 43 65 20 14,4 190
2 V F 9,2 76 21 14,2 310
3 1 smv F 11,0 76 19 13,9 230
4 CF F 3,9 86 10 12,7 340
5 | GFM F 8,8 51 32 13,9 198
6 | MHTH | M 3,9 64 19 13,5 240
Tl TEM M 10,0 46 34 12,3 210
8 FM M 4,3 78 10 14,2 401
9 | ass M 4,2 68 10 15,1 420
0| mrc M 5,9 65 12 13,9 390
o war M 7.4 58 23 12,8 422
121 oFs F 9,3 76 19 12,5 360
13 DC M 9,0 80 17 14,2 390
41 JFE M 6,7 56 20 13.2 430
M DP 55+31 68 +£12 197 1413 14 £ 1324 £ 92
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4.2.2. Parametros bioquimicos

Os dados dos parametros bioquimicos dos

individuos/doadores

apresentaram indices de transaminases oxalacética (TGO) e piruvica (TGP), gama

glutamil transferase (GGT), hormoénio tireoestimulante (TSH), fosfatase alcalina

(FAL) e proteina C reativa (PCR) dentro dos valores de referéncia; n&do houve

diferenca entre homens e mulheres (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil bioquimico dos individuos.

Individuos | Sexo TGO TGP FA GGT TSH PCR [Creatinina
u/L u/L u/L u/L mUl/L | (mg/dL) | (mg/dL)
1 MF F 20 23 78 32 2,5 21 0,8
2 JV F 17 17 38 17 2,3 0,9 1,2
3 SMV F 13 28 65 19 2,7 1,3 0,7
4 CF F 31 15 76 28 3,9 23 0,7
5 GFM F 19 23 47 31 3,8 0,9 1,2
6 MHTH M 17 22 100 23 3.1 1,2 1,0
7 TEM M 21 32 65 25 1,9 3,2 1,0
8 FM M 27 17 45 32 3,0 0,8 0,7
9 ASS M 22 26 98 21 21 1,3 1,0
10 MFC M 26 24 35 17 21 2,5 0,8
11 WMT M 22 19 56 23 3.1 2,2 1.1
12 OFS M 17 15 78 34 3,3 1,9 0,7
13 DC M 28 12 87 43 2,3 1,2 0,8
14 JFE M 30 23 61 23 1,2 3,3 0,7
M £ DP 225 2116 | 6621 267 31 2%1 10

TGO - transaminase oxalacética; TGP - transaminase pirtvica; FA — fosfatase alcalina; TSH - Horménio
tireoestimulante; PCR - Proteina c reativa; GGT - Gama Glutamil Transferase
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4.3. Analise da quantificagao das CTH pela expressao do antigeno CD34+

Para determinar o percentual de CTH, as células obtidas por aférese foram
submetidas a imunofenotipagem com o antigeno CD34, antes e depois da

criopreservagao.

Os resultados analisados pelo teste t pareado mostraram que a
criopreservagao por 34 + 15 meses causou a reducao em 2% o percentual de células
CD34+, sendo de 96% * 2% antes do congelamento para 94% + 2% depois desse
procedimento (p < 0,0001). Os resultados mostraram também n&o haver diferenca
nos percentuais de células CD34+ entre células congeladas até 30 meses e por
mais de 30 meses (Teste t; p > 0,05) (Tabela 4, Figura 11).

Tabela 4. Percentual de CTH CD34+, antes e depois da criopreservagao.

Antes da Depois da Tempo de
Individuos Sexo criopreservagao criopreservagao criopreservagao
(%) (%) (meses)
1 MF F 98 98 36
2 Jv F 97 93 34
3 SMV F 99 96 30
4 CF F 96 93 29
5 GFM F 95 92 42
6 MHTH M 98 97 39
7 TEM M 93 92 35
8 FM M 98 96 27
9 ASS M 93 91 8
10 MFC M 97 96 30
11 WMT M 99 95 41
12 OFS M 93 90 12
13 DC M 94 92 52
14 JFE M 97 93 66
M+ DP 96 + 2 94 +2 34+15
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Figura 11. Percentual de células tronco CD34+ avaliado, antes e depois da
criopreservacao. Os resultados mostraram que o tempo em que as células
estiveram sob congelagao reduziu em 2% o percentual de células CD34+ (Teste t;
p = 0,0130). Estdo mostrados as médias e os desvios padréo.

4.4. Avaliacao do tipo de morte das CTH apés descongelamento

Para identificar o tipo de morte regulada (com ou sem a liberagdo de
fosfatidilserina), as CTH depois de descongeladas em banho maria foram
duplamente marcadas com Anexina V-FITC/PIl, sendo esse ultimo reagente
utilizado para verificar a morte nao relacionada a apoptose.

Os resultados mostraram que as CTH mortas (94% * 2%) morreram por
mortes reguladas (ndo necrose), sendo que 0,10% estavam em apoptose inicial,
0,15% em apoptose tardia (morte necréptica) e 0,10% por mecanismo
desconhecido. As analises mostraram similaridades entre as medianas dos
percentuais para os trés tipos de morte celular (Kruskal-Wallis, p = 0,657) (Figura
8).
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A Fosfatidilserina”
B Fosfatidilserina*, PI*
3 Fosfatidilserina®, Pr
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Figura 12. Percentual de células mortas pelo tipo de morte regulada das células
tronco CD34+ depois da criopreservacdao. Os resultados mostraram n&do haver
diferenca entre os percentuais dos trés tipos de morte celular (Kruskal-Wallis, p >
0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos
extremos.

4.5. Identificagao dos antigenos de histocompatibilidade HLA e sistema
ABO/Rh dos individuos.

Os resultados do perfil imunogenético dos individuos avaliados os 10 locus
do gene HLA (A, B, CW, DRB1 E DQB1).

Os individuos eram doadores HLA idénticos ou haploidénticos (semi-
compativeis) aos seus respectivos parentes.

Para a tipagem dos antigenos do HLA os resultados mostraram maior
numero de amostras com expressao do locus A*02 (7 individuos), seguido pelo
locus A*03 (3 individuos); os loci A*01, A*26, A*30 ou A*32 foram identificados em
amostras de quatro individuos.

Os resultados mostraram também uma ambiguidade no locus A*33 das
CTH do individuo MF (n° 8), ndo sendo possivel identificar as variabilidades alélicas
do codigo expresso (A*33:PXXD ?). Assim, depois do sequenciamento génico de
alta geracédo foi identificado uma variante alélica de novo (A*33:138) que,
posteriormente, foi reportado ao catalogo internacional de imunogenética e ao
genebank e, atualmente esta inserido nos catalogos comerciais de identificagéo.
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A tipificacdo ABO/Rh apresentou uma distribuicdo uniforme dos grupos

sanguineos, sendo 6 (seis) individuos do tipo O, 5 (cinco) do tipo A, 2 (dois) do tipo
B e 1 (um) deles do tipo AB.

Tabela 5. Perfil dos antigenos HLA, do sistema ABO e fator Rh dos individuos.

Individuos

HLA

ABO

Rh

10

11

12

13

14

MF

JV

SMV

CF

GFM

MHTH

TEM

FM

ASS

MFC

WMT

OFS

DC

JFE

A*03:CCNKR,A*23:CCCB/B*40:CVKP,B*51:CVKP/CW*02:DFTM,
CW15*:DFTM/ DRB1*04:DMRB,DRB1*07:KCJN/DQB1*03:DEXJ,
03:DEXJ

A*30:RDWE,A*74:RDUD /B*49:KEBW,B*81:CW*02:QASD,CW*4:
FRMN/DRB1*11:JXKS,DRB1*12:JXKF/DQB1*03:DERI,DQB1*05:
GRMN

A*02:PXTM,A*02:PXTM / B*15:RCDE,B*44:CERT /CW*07:CUYF
, Cw*16: CVBF/ DRB1*07:JXKS,DRB1*15:RAHP/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*06: ERTY

A*02:PXTY,A*68:PXUS / B*40:AAUR,B*51:AAUR/ CW*07:CUYF ,
Cw*16: CVBF DRB1*04:RCWF,DRB1*10:GMBR/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*06: ERTY

A*03:PXXB,A*23:PYHU / B*07:RBYD,B*27:RCBS / CW*02:CUYF
, CW*08: CVBF DRB1*11:RAUG,DRB1*11:RAVG/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*03: ERTY

A*02:KVYZ,A*29:RUEP / B*15:RCAC,B*44:PYTX / CW*03:CUYF
, CW*16: CVBF DRB1*04:RBKS,DRB1*07:RBMN/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*03: ERTY

A*02:PYCM,A*11:PYCM / B*27:PYPB,B*44:PYKF / CW*07:CUYF
, CW*16: CVBF DRB1*01:GNHP,DRB1*07: EAPU/ DQB1*: 02:
BPMN, DQB1*02: BPMN

A*01:PXTC,A*33:PXXD / B*14:DEGR,B*44:105 / CW*07:CUYF ,
Cw*16: CVBF DRB1*01:VSR,DRB1*07:JXKR/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*06: ERTY

A*03:RGAY,A*02:PYEK / B*50:KEBX,B*35:RCRU / CW*07:CUYF
, CW*16: CVBF DRB1*15:JXMD,DRB1*07:JXKS/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*06: ERTY

A*02:PYYD,A*30:PAKT / B*08:PYKE,B*15:PYKZ / CW*07:CUYF ,
Cw*16: CVBF DRB1*03:RBMH,DRB1*07:MSGK/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*06: ERTY

A*26:AEPD,A*36:AE / B*44:RFEW,B*53:RCDP / CW*07:CUYF ,
Cw*16: CVBF DRB1*08:AYUM,DRB1*11:RBNX/ DQB1*: 02:
CCBS, DQB1*06: ERTY

A*02:RBWV,A*03:AE / B*18:PYJH,B*35:PYRS /CW*:02: DEGB,
CW*04:RFNM/DRB1*04:ERFM,DRB1*08:AFYX/DQB1*03:ERFB,
DQB1*04: WAQB

A*32:RBWX,A*68:RDYY / B*39:SPC,B*40:RHTP / CW*07:CUYF ,
CWw*16: CVBF DRB1*08:04,DRB1*14:RAHW/ DQB1*: 02: CCBS,
DQB1*06: ERTY

A*02:PYDR,A*29:PYGY / B*14:RBCG,B*50:SWV / CW*02:BBVC ,
CW*05: BCVD DRB1*07:RAUN,DRB1*07:RAUN/ DQB1*: 01:
BEDM , DQB1*02: BENN

0]

AB
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4.6. Determinagao da producgao de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e nitrogénio (ERNS)

A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio néo
estimulada foi avaliada individualmente para as 14 amostras de CTH, mas para
a producgéo estimulada com TNF (20 ng/mL) e LPS (50 ng/mL) utilizou-se o pool
das CTH.

Os resultados mostraram grande variagdo na produgdo de ambas as
especies reativas, EROs (0,1 %MFI £ 0,0 %MFI a 63,2 %MFI £ 2,6 %MFI) e ERNs
(0,0 %MFI £ 0,0 %MFI a 67,5 %MFI + 19,4 %MFI); em duas amostras ndo houve
producéo de EROs (n° 12 e 13) ou ERNs (n° 13 e 14).

A utilizagdo de 20 ng/mL de TNF nao foi eficaz para estimular a produg¢ao
de EROs pelo pool de CTH (0,0 %MFI £ 0,0 %MFI), no entanto estimulou uma
pequena producdo de ERNs (0,2 %MFI £ 0,1 %MFI). A utilizagdo de 50 ng/mL de
LPS estimulou a producédo de EROs (20,1 %MFI + 35.6 %MFI) e de ERNs (20,0
%MFI £ 35.3 %MFI) (Figura 13).
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Figura 13. Percentual de producdo de EROS E ERNS na regulagdo da morte regulada
das células tronco CD34+ depois da criopreservacdo. Os resultados mostraram nao haver
diferenga entre os percentuais dos trés tipos de morte celular (Kruskal-Wallis, p > 0,05).
Estdo mostrados as médias e os desvios padrao.
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A analise para o conjunto das amostras mostrou maior produ¢cado de ERNs
(45,4 %MFI1 £ 12,9 %MFI) do que de EROS (33,1 %MFI + 13,7 %MFI) (Teste t; p =
0,029) (Figura 14).
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Figura 14. Producdo de EROs e ERNs por CTH obtidas de 14 individuos. Os
resultados mostraram maior produgdo de ERNs do que EROs (Teste t, p < 0,05).
Estdo mostrados as médias e os desvios padrao.

4.7. Avaliagao do papel da fibrina leucoplaquetaria (FLP) como substrato
para as CTH

A figura 11 representa os resultados dos cultivos das CTH incubadas na
presenca ou auséncia da malha de fibrina por 1, 2, 3 ou 7 dias. A sequéncia do
experimento foi registrada em cada estagio e formatada abaixo (Figura 15).

Na primeira linha, verifica-se a evolugédo da degradagédo da malha de fibrina
até 7 dias em meio de cultura e a 37 °C. A avaliagdo morfolégica mostrou que,
decorridas 24 horas, a malha de fibrina (~2 ym espessura) apresentava estrutura
tridimensional preservada e em formato poliédrico (ver 1° linha x 1° coluna), que
estava ausente com 48 horas de incubacéo (1° linha x 2° coluna). Decorridos 3 dias,
observou-se fragmentos da malha de fibrina e estrutura poliédrica esparsa (1° linha
x 3° coluna), mas com 7 dias de incubac&o estavam presentes apenas pequenos
fragmentos da malha de fibrina (1° linha x 4° coluna)
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Na segunda linha, as CTH incubadas em meio RPMI estavam dispersas
com 1 e 2 dias (2° linha x 1° e 2° colunas), mas decorridos 3 dias elas se agregaram
em formagéo sugestiva de homing (colbénia de células) (2° linha x 3° coluna). No
sétimo dia, os nichos celulares de CTH foram visiveis, assim como, fragmentos
(debris) sugestivos de restos de células mortas (2° linha x 4° coluna).

Os registros morfologicos da terceira linha mostram interagao entre a malha
de fibrina e as CTH. Decorridos 2 dias de incubacdo eram nitidos os sinais de
homing celular das CTH (2° coluna). Aos 3 e 7 dias (3° e 4° colunas), registrou-se
alteragcao morfologica das CTH. Dentre essas, as células tornaram-se alongadas,
cromatina condensada, presenca de nucléolo e indicios de interagao celular pela
formacéo de pseuddpodes.

1 dia 2 dias 3 dias 7 dias

L-PRF
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Figura 15. Fotomicrografias de células-tronco hematopoiéticas (CTH) incubadas
com ou sem fibrina leucoplaquetaria (FLP) por 1, 2, 3 ou 7 dias. Na primeira linha,
veja a degradagao da malha de fibrina até 7 dias. Na segunda linha & possivel
identificar as células-tronco em possivel processo de migragcado e adesao apods 3
dias. Na terceira linha, as CTH aderiram a FLP em possivel homing apos 2 dias e
com sinais de ativagao celular (pseuddpodes) aos 3 e 7 dias. Coloragao Giemsa
10%, aumento de 1000x.
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4.8. SUMARIO DOS RESULTADOS

Tabela 6. Tabela contendo sumario dos resultados dos experimentos.

Analise
Parametros iy
estatistica
Idade (anos) 40 + 12 anos -
Epidemiologico
IMC 28+3 -
Leucocitos x103 (mm?) 5,5+3,1
Neutrofilos (mm3) 68+ 12
Hematolégicos Linfécitos (mm3) 19+7 p > 0,05
Plaquetas x10% (mm?) 324 £ 92
Hemoglobina (g/dL) 14 +£1
TGO (U/L) 22+5
TGP (U/L) 21+6
FA (U/L) 66 + 21
Bioquimicos GGT (U/L) 267 p > 0,05
TSH (mU/L) 31
PCR (mg/dL) 2+1
Creatinina (mg/dL) 1+0
Total de Antes da criopreservagéo (%) | 96 + 2 tpareado  p <
CTH-CD34* vivas Depois da criopreservagdo (%) | 94 + 2 0,0001
Criopreservagao Tempo de (meses) 34 +15
Apoptose inicial 0,10%

Tipo de  morte . o Kruskal-Wallis
regulada Apoptose tardia 0,15% b = 0,657
Mecanismo desconhecido 0,10%

. . - . A*02, DRB1* 04

Tipagem HLA Maior expressao dos loci DRB1*07 -
Tipo O n==6
Tipo A n=>5

Tipagem ABO
Tipo B n=2
Tipo AB n=1
Positivo n=10

Fator Rh
Negativo n=4
EROs 33,1 %MFI

Espécies reativas Teste t; p = 0,029
ERNs 45,4 %MFI
CTH + RPMI 3 dias

Possivel homing
CTH + fibrina 2 dias

Alteragdo CTH + RPMI -

morfolégica das CTH | cTH + fibrina 3e7 dias
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5. DISCUSSAO



5.1. Consideracdes sobre o perfil epidemiolégico e clinico dos doadores

Considerando a importancia do TCTH no tratamento das doencas onco-
hematolégicas e autoimunes €& de suma importancia aprofundamento do
conhecimento de variais clinico, laboratoriais e imunolégicas que possam
influenciar a qualidade, a viabilidade e o poder regenerativo das CTH. A escolha
dos individuos foi baseada na necessidade de estabelecer um padrao identificacdo
de caracteristicas pouco estudadas e correlacionadas no processo de coleta e
criopreservagao das CTH com fins terapéuticos. A escolha de pacientes como
populacdo estudada poderia apresentar dificuldade técnicas e de padrdo de
expressao diversos devidos a fatores como: doenga de base, quimioterapias
prévias, radioterapia prévia, antibidticos de amplo espectro e comorbidades;
situacbes essas que sabidamente interferem no microambiente medular e na
vitalidade das CTH (Majado el al. 2011).

Os individuos eram doadores familiares sem comorbidades com média de
idade de 40 anos (+/-2) sem significancia estatistica entre distribuicdo de sexo ou
IMC. Os achados hematologicos e bioquimicos sdo compativeis com individuos
sem anormalidades clinicas, situagao essa, que dependendo da gravidade, haveria
um impedimento na doagdo conforme recomendagdes nacionais e literatura
internacional (Gluckmann et al. 2006; Ruggeri et al. 2010; RDC no. 34, 2017).
Verificamos um média de idade mais velha que o habitual de doadores nao
aparentados (incluidos no banco do Registro Nacional de Doadores -REDOME),
porém os individuos selecionados eram doadores dirigidos familiares e da saude

suplementar, assim sao permitidos doadores mais velhos.

5.2. Consideracdes sobre os antigenos expressos pelos individuos

O Brasil é um pais continental e sua populagao foi constituida por varios
grupos étnicos diferentes, tornando sua constituicdo genética, diversa e
heterogénea. Inicialmente, o pais era habitado por Amerindios e, no século XVI,
houve a chegada de portugueses na costa da regido Nordeste. Posteriormente,
franceses, holandeses e africanos, provenientes de paises da Africa subsaariana

(Angola, Guiné, Benim, Nigéria, Mogambique e Congo). No século IXX, espanhais,
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alemaes, italianos e, no século XX, asiaticos, em especial, japoneses. Assim, a
diversidade cultural que tanto caracteriza o Brasil, também proporciona uma
variedade imunogenética tipica de cada regi&o brasileira (Monte et al. 2000).

A diversidade imunogenética (individuos com mesma expressao do gene
HLA) nos transplantes de células tronco ocasiona uma dificuldade na busca de
doadores HLA idénticos. Para a realizacao de TCTH s&o necessarios a
compatibilidade fullmatch ou no minimo 1 mismatch (1 incompatibilidade) alem de
criterios clinicos e laboratoriais dos doadores.

Geopoliticamente, o pais é dividido em 5 regides: Norte, Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul. Cada uma apresenta uma histéria complexa de colonizagao
e assim, proporc¢des étnicas diferentes. De acordo com o censo do IBGE de 2010,
em todas as regides, com excegao da Sul, ha um percentual maior que 35% da
populacdo que se auto declara mestica. Além disso, estudos demonstram
discrepéancia entre autodeclararao e ancestralidade genética. Um desses destacou
que individuos brasileiros que se autodeclaram negros, apresentam cerca de 40%
de ancestralidade genética europeia, enquanto os pardos, 70% (Meinz et al. 2008;
Torres et al. 2017).

De acordo com a Companhia do Planejamento do Distrito Federal (DF), o
DF, localizado no Centro-Oeste, foi criado em 1956 pela Lei n® 2.874 pelo entao
Presidente Juscelino Kubitschek. Sua criacdo e construgdo atraiu diversos
imigrantes brasileiros e estrangeiros. A miscigenacao, caracteristica marcante do
Brasil, tornou-se ainda mais destacada no DF. As contribuicbes mais expressivas
para constituicdo da populacdo do DF foram de imigrantes provenientes do
Nordeste e do Sudeste (C. M. Ayo et al. 2015). Assim, a partir dos resultados
apresentados, pode-se verificar essa diversidade genética na expressédo do gene
HLA, imprescindivel para selegdo de doadores de 6rgaos e tecidos. O alelo HLA-
A*02 identificado como o mais frequente alelo do l6cus A, € comumente expresso
nas populagdes caucasianas corroborando dados populacionais conhecidos do DF
sobre individuos de origem europeias. Lembramos que aqui a populagéo estudada
€ pequena e que reflete apenas doadores aparentados, onde a maioria da amostra

era de etnia declarada branca. Como ja visualizados nos dados do REDOME
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também houve elevadas frequéncias de grupos de alelos comuns na populagéo
caucasiana da Europa, como o HLA-DRB1*04 e HLA-DRB1*07, sendo tal
comparacgao realizada por meio ao banco de dados do REDOME do Distrito
Federal, cujos dados foram retirados na plataforma www.allelefrequencies.net.

O perfil imunogenético da populagao brasileira ainda pouco publicado,
mesmo sendo um dos paises com maiores banco de doadores cadastrados
mundialmente (Monte et al. 2000, Meinz et al. 2008). Os registros brasileiros
publicados sdo de periodos pontuais e regionais, refletindo muitas vezes a

imunogenicidade regional.

5.3. Consideragoes sobre os fatores que interferem na viabilidade/morte das
células tronco

Considerando os fatores analisados quanto a viabilidade celular pré
congelamento (isto €, pos processamento celular das CTH envolvendo
centrifugagdo, separacao celular, manipulagédo das CTH em capela de fluxo
laminar) a mediana de viabilidade celular pré criopreservagao (pré
congelamento) foi de 96% (+/-2). Tal analise foi realizada pelo protocolo de
ISHAGE (Gratama et al. 2003, Sutherland et al. 2007), protocolo esse
padronizado para todos os servigos que realizagao criopreservagao celular com
finalidade de uso terapéutico. Os achados de 96% de viabilidade celular de
células CD34+ evidenciam elevados padrdes de qualidade das CTH coletadas,
pois valores acima de 92% se correlacionam inversamente proporcional com
perdas celulares no na técnica de processamento inferiores a 10% (Stiff et al.
1995, Rowley et al. 1992, Berz et al. 2007, Majado et al. 2011, Santis et al.
2009). Os dados se repetem na avaliagdo da viabilidade celular pods
descongelamento, ferramenta essa util para avaliar problemas ou interferéncias
no processo de criopreservagao como:
a) formacao de cristais de gelo celular devido congelamento rapido;
b) uso de criopreservantes intracelulares com concentragbes toxicas

(DMS0>10%);
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c) manipulagdo do freezer -80°.C durante o congelamento das bolsas
criogénicas provocando variagdes de temperaturas ndo esperadas;

d) nivel de criopreservante em quantidade inconsistente com celularidade
requerida (Berz et al. 2007, Majado et al. 2011, Santis et al. 2009).

Tais situagdes n&o ocorreram nas amostras dos individuos devidos aos
baixos niveis de redugédo da viabilidade celular pés descongelamento com
média de 94% (+/-2).

Sabe-se que o tempo de criopreservacdo € um fator de risco para
desenvolvimentos de anormalidades estruturais e metabdlicas das CTH. Varios
achados recentes mostram que as CTHs n&do param o seu metabolismo durante
a criopreservacao. Na verdade, elas iniciam um processo de “quiescéncia” com
reducdo do metabolismo e das trocas enzimaticas com meio. Por isso, o
criopreservante extracelular € geralmente utilizado no processamento celular
(componentes a base de albumina ou hidroxietilamido) como tentativa de
nutricdo continuada durante o periodo de criopreservagao que pode durar anos
(Santis et al. 2009, Morrison et al. 2008, Fleming et al. 2006, Chaytor et al. 2011,
Braham et al. 2019, Frisch et al. 2014, Fuller et al. 2004).

Diante dos nossos resultados de viabilidade pré e p6s congelamento
das CTHs evidenciamos achados de conformidade com a literatura em relacao
a técnica de processamento, metodologia de criopreservagdo com
congelamento programado em freezer -80°.C bem como nos achados da
qualidade de renovacédo das CTHs pela viabilidade celular pelas técnicas de
nigrosina e citometria de fluxo pelo protocolo ISHAGE (Takaue et al.
1994,Gratam et al. 2003; Baust et al. 2007, Solomon et al. 2010).

A exposicdo de fosfatidilserina (PS) na membrana plasmatica
externa tem sido considerada uma caracteristica unica de células apoptdticas.
Juntamente com outros sinais “eat me”, permite o reconhecimento e a
fagocitose de ceélulas “doentes ou em processo de morte” (eferocitose),
ajudando a explicar a natureza imunologicamente silenciosa de apoptose.

No estudo, delineamos as evidéncias da exposicao a PS em CTH

descongeladas e discutimos possiveis mecanismos de morte celular por via
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apoptoética e ndo apoptédtica com base em nosso conhecimento da exposi¢cio a
PS. Ao examinar o padrdo de fluorescéncia das CTH marcadas com PS,
desafiamos a abordagem estabelecida de distinguir a apoptose de outras vias
de morte celular pela coloragdo de Anexina. A exposicdo ao PS define a
apoptose como um processo imunologicamente silencioso distinto de outras
vias de morte celular ndo apoptadtica e inflamatoria (Shlomovitz et al. 2019) e
anexina auxilia na identificacao de morte celular por via necroptica.

Em nosso estudo a taxa de morte celular foi inferior a 10%, sendo que
a percentagem de células mortas testadas para a morte celular apoptética foi
mais prevalente (94% das CTH) seguida pela morte celular so tipo necréptica
0,10%. Assim, sugere-se que as vias apoptoéticas sao ativadas por fatores
criopreservantes ou imunitarios ocasionando apoptose. Porém, a taxa de morte
por via necroptica pode estar em valores reduzidos devido a auséncia de
fagdcitos na amostra, pois as amostras selecionadas s6 possuiam CTH CD34+.

Em dltima analise, sugerimos que uma compreensdo completa dos
processos regulados de morte celular que afetam as CTH criopreservadas
devem ser esclarecidas com estudos adicionais.

A molécula de O2 desempenha um papel fundamental no processo de
fosforilacdo oxidativa, permitindo ao nosso organismo utilizar a energia proveniente
de nutrientes como carboidratos, lipidios e proteinas com maior eficiéncia, uma
pequena fracdo do seu consumo mitocondrial é transformada em espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Ludin et al. 2014). As espécies reativas de O2 s&o causadoras
de danos oxidativos aos tecidos em organismos vivos e que certos antioxidantes
podem proteger os tecidos contra esses danos. Por definicdo, denominam-se
radicais livres as espécies quimicas com existéncia independente, que possuem
um ou mais elétrons desemparelhados, o que implica em maior reatividade, pois
necessitam completar seus pares de elétrons para se estabilizarem. E importante
destacar que, embora a molécula de O2 possua dois elétrons desemparelhados,
ela ndo pode ser classificada como radical livre. A posi¢cao paralela de seus dois
elétrons mais externos aumenta sua restricdo de spins as moléculas bioldgicas,

fazendo ela pouco reativa . Entre as EROS, o radical ‘OH é considerado o mais
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potente oxidante em sistemas biolégicos devido ao seu tempo de vida
extremamente curto (1x10-9s) e de sua alta reatividade com uma grande variedade
de moléculas organicas. Aléem da sua geragao na cadeia de transporte de elétrons,
o radical ‘OH pode, ainda, ser formado por duas diferentes vias alternativas em
organismos vivos (Bredt et al. 1999, Crow et al. 1997).

A partir de entdo, houve um grande avango nas investigagdes envolvendo
a formagéo de EROS tecidos humanos, incluindo CTH. As evidéncias crescentes
sugerem que as EROS também desempenham um papel importante na
hematopoiese normal, condicionando o microambiente da medula éssea e
promovendo a autorrenovagéo, migracao e desenvolvimento de células-tronco.
Esses efeitos sdo mediados pela citocina CXCL12, que € produzida e secretada
pelas células do estroma. As EROS também estimulam a expresséao ligada a
membrana de CXCL12 nas células estromais da medula éssea, o que promove
a migracéo e retencdo de HSC no nicho hematopoiético. Os niveis moderados
de EROS também sdo necessarios para a hematopoese durante o
desenvolvimento embrionario e para a homeostase hematopoiética em adultos
(Ludin et al. 2014, Bai et al. 2018, Schuettpelz et al. 2013).

Outra importante espécie reativa é o 6xido nitrico (NO), porém, agora, com
sua origem proveniente do nitrogénio (espécie reativa de nitrogénio, ERN). O NO é
considerado um segundo mensageiro intracelular com inumeras fungdes
bioldgicas, incluindo as fun¢des neurotransmissora, vasodilatadora, imunologica e
metabdlica (Bredt el al. 1999). Embora os neutrofilos saibam aproveitar o potencial
oxidante das EROS para proteger nosso organismo contra bactérias e outros
microrganismos, evidéncias sugerem que altos niveis de ERN podem causar sérios
disturbios no estado redox do nosso organismo. Esse efeito deletério dessas
especies € conhecido como estresse oxidativo e, quando ocorre, diferentes
componentes celulares como lipidios, proteinas e DNA podem sofrer oxidacéo
devido ao ataque das EROs comprometendo as principais fungdes celulares (Ludin
et al. 2014, Bredt et al. 1999).

O estabelecimento de um método sensivel na deteccdo de EROs e ERN

tem sido fundamental devido ao amplo papel fisioldgico e deletério dessas espécies
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no tecido muscular. Devido a todas as dificuldades existentes na determinacéo de
EROS e ERN, nos ultimos anos muitos estudos tém surgido apresentando métodos
cada vez mais atrativos para a determinagcdo de EROS. Devido a uma maior
sensibilidade, os métodos fluorescentes tém sido extremamente utilizados para
monitorar a produ¢cdo de EROS e ERNS em células de diferentes tecidos,
conhecidas como 2,7-Diclorodihidrofluoresceina- diacetato (DCFH-DA) (reativo ao
H202) e 4,5- Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2-DA) (reativo ao NO), reagentes
esses idénticos aos utilizados em nosso experimento (Lewandovisky et al. 2009).
O percentual de fluorescéncias gerado por cada amostra testada nesse
estudo reflete os marcadores oxidativos tanto no meio intracelular como no meio
extracelular de EROS e ERNS. Por ser o grupo diacetato apolar, essas sondas
difundem-se facilmente através da membrana celular em diferentes tecidos. Dentro
das células, o grupo diacetato é facilmente hidrolizado por esterases citosdlicas,
deixando livres as moléculas de DCFH e DAF-2. Por serem, agora, polares, essas
moléculas proporcionam um excelente substrato ao H202 e ao NO gerados em
excesso durante aumento do metabolismo oxidativo. Porém, apesar de sua
popularidade, a especificidade do DCFH ainda é bastante discutida na literatura.
Os resultados divergentes tém sido apresentados quando experimentos usando o
DCFH como marcador oxidativo de EROS principalmente na delimitacdo de
“valores de corte” entre o padrao normal/fisiolégico de liberagdo das espécies
reativas versus hiperexpressores/hipoexpressores (Bai et al, 2018, Xu et al 2010,
Lewandovisky et al. 2009). Portanto, os nossos resultados com amostras de CTH
de individuos saudaveis seguiu o padrao de distribuicdo de valores de corte de
expressdao do EROS (Figuras 13 e 14) conforme verificado nos resultados do
estudo em amostras de CTH de pacientes portadores de mieloma multiplo
criopreservadas (Bai et al, 2018) dividindo individuos considerados EROS
hiperexpressores e hipoexpressores conforme grafico de expresséo da IMF.
Nesse estudo, sugerimos um valor de corte de 45% MFI| para EROS, sendo
identificados 3 individuos com MFI acima de 45% de expressdao sendo
considerados hipoerexpressores (3, 8,9,10), dois individuos que ndo expressaram

(12 e 13) e demais com padrao de expresséo considerado regular (entre 1 e inferior
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a 45% MFI). Unico achado de associac&o entre os hiperexpressores de EROS foi
tipificagdo HLA em que os individuos 3,9,10 apresentavam predominio do alelo
A*02 e que eram do sexo masculino. As demais variaveis clinicas, bioquimicas e
de viabilidade celular ndo evidenciaram padrao de associag¢ao, quando comparado
ao estudo de Bai et al. (2018). No citado estudo, a populagéo de pacientes estudada
verificou que os individuos com maiores liberacado de EROS apresentaram niveis
de leucdcitos coletados acima da média do grupo e sinais de recuperagéo
hematologica mais célere.

Os dados conflitantes sugerem que as EROS podem ser benéficas e
prejudiciais para a sobrevivéncia e diferenciagcdo das células HSC. Os altos niveis
de EROS podem ser téxicos para as células e desencadear apoptose, mas outros
estudos mostraram que um grau de acumulo de ROS é importante na regulagéo da
hematopoiese no embrido em desenvolvimento (Lewandovisky et al. 2009) e para
a diferenciagao de células-tronco HSC adultas em progenitores mieldides (Xu et al.
2010). Os dados previamente publicados sugerem que as EROS podem estimular
a diferenciacdo de CTH ao longo da linhagem mieloide e estudos in vitro que
sugerem que as ceélulas definidas como EROS hiperexpressas tém maior
capacidade de formacao de colbnias do que as células EROS hipoexpressos em
condigdes que estimulam a diferenciagdo de granulocitos (Bai et al 2018; Xu et al.
2010). Essa associagdo nao conseguimos realizar a analise devido a auséncia de
realizacédo de ensaios clonogénicos com amostras de CTH devido elevado custo.

Os resultados encontrados na analise do padrao de liberagdo de ERNS,
estabelecendo um valor de corte acima de 35% de MFI para os hiperexpressos,
houve uma leve tendéncia dos individuos com maiores taxas percentuais de MFI
apresentarem idade superior a 35 anos e com maiores periodos de criopreservagao
(acima de 24 meses e inferior a 55 meses). Apenas dois individuos (n° 13 e 14)
apresentaram auséncia de liberagdo de ERNs e respectivamente apresentaram
tempos de criopreservagéo superior a 55 meses, individuo 13 com 55 meses e o
individuo 14 com 62 meses. Diante do perfil de expressdo de ERNs individuos
doadores aparentados ndo identificamos trabalhos similares para podermos

comparar tais caracteristicas, as citacdes estao presentes apenas em padroes de

46



expressdo em CTH de linhagens comerciais ou em tecidos especializados onde
identificam que hiperexpessao de ERNs esteja relacionado com longevidade das
CTH em cultivo in vitro e no aumento da sua replicagdo em nivel de nicho de medula
ossea (Vlaski et al. 2015).

Hipotetizamos que conhecendo a via da cascata de producdo e
metabolismo do nitrogénio via intracelular, seu papel na sua maior expressao esteja
ligado a fatores de manutencéo do pH da CTH bem como em reag¢des enzimaticas.
O que ndo esta claro € que as espécies reativas de Nitrogénio (ERNS) ndo séao de
facil degradacgéo celular por ndo possuirem enzimas cataliticas como EROS e que
0 padrao de hiperxpressao (upregulation) ocasionem les&o celular e morte celular
em outras células de linhagem endotelial (Vlaski et al. 2015).

Nesse estudo, identificamos ao contrario dos achados nos tecidos
supracitados. Essa situagcado ndo foi verificada em nosso experimento diante dos
individuos com maiores expressdes de ERNS apresentarem niveis de viabilidade
celular pés descongelamento dentro dos padrdes estabelecidos de qualidade (>
92%). Porém, os individuos 13 e 14, sem expressdo de ERNS, apresentaram
maiores periodos de criopreservagao, assim sugerimos que em CTH a auséncia de
liberagdo de ERNS seja ocasionada pelo prolongado periodo de criopreservagao
ocasionando uma redugéo intensa no metabolismo celular com inibigdo intensa das
vias metabolicas e das espécies reativas de nitrogénio.

A hipotese de uma intensa morte celular pela criopreservagcdo nao é
justificavel devido ao estudo de viabilidade celular realizado nos dois individuos
evidenciando padrdes acima de 92% de células vivas pela técnica de ISHAGE (pré
congelamento) e pos descongelamento. Portanto, a acessibilidade desses
reagentes para experimentos das espécies reativas de O2 no meio intra e
extracelular em CTH faz delas um excelente modelo experimental na detecc¢ao intra
e extracelular de EROS e ER. (Vlaski et al. 2015), porém necessitamos estabelecer
valores de padrdo de expressdo em cada fase da etapa de criopreservagao

associada analise de expressao proteica em cada populacio especifica estudada.
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5.4. Consideracoes sobre a diferenciagao de CTH

As culturas e ensaios especificos de HSC sao necessarios para manter e
expandir a populacdo de HSC antes do uso terapéutico, pesquisa experimental e
analises funcionais. As culturas de CTH devem consistir em componentes capazes
de fornecer o microambiente adequado para a manutencéo das propriedades das
HSC. Assim, as culturas de CTHs imaturas sado iniciadas com uma camada de
células alimentadoras do estroma para complementar as células com quantidades
aumentadas de fatores de crescimento (Frisch et al. 2014). No entanto, esses
modelos sdo caros e geralmente indisponiveis em paises em desenvolvimento.
Além disso, a natureza bidimensional das culturas impossibilita a interacdo entre as
células e o microambiente do nicho natural das CTH, sugerindo condi¢des
subodtimas para culturas de CTH ( Ribeiro et al. 2019).

Os varios modelos tém sido propostos para cultivar CTHs em um ambiente
tridimensional mais natural. Braham et al demonstraram a eficacia do uso de
hidrogéis para mimetizar a matriz extracelular presente no nicho das CTH no
suporte ao crescimento das CTH sem a presenca de fatores de crescimento,
otimizando a quantidade de células alimentadoras (células com fungdo de
transporte de nutrientes associada a células endoteliais e mesenquimais) (Braham
et al. 2019).

Além dos meétodos descritos acima, existem varios métodos em
desenvolvimento, como esferoides, organoides, bioimpressao 3D e 6érgaos em chip,
e estes enfrentam o desafio de cultivar CTHs mantendo suas propriedades
bioldgicas (Frisch et al. 2014; Ribeiro et al. 2019; Weisel et al. 2017).

A fibrina leucoplaquetaria (FLP) é uma excelente e acessivel fonte de
fatores de crescimento e outros fatores soluveis, tanto para uso nas pesquisas,
quanto para fins terapéuticos. Assim, é possivel que uma matriz biolégica aderente
otimizada, composta por plaquetas e fibrina, fornece os fatores especificos de nicho
essenciais e suporte estrutural tridimensional para a adesao, expansao e interagao
das CTHs com o microambiente extramedular, resultando em sinalizagcéo e
diferenciacao ativas de CTH (Dohan et al. 2017). A matriz de fibrina orquestra

sinergicamente o recrutamento de células-tronco ou células progenitoras apos uma
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resposta inflamatéria dirigida por neutrofilos, macrofagos M1 polarizados e
linfécitos T (fase inicial) e macrofagos M2 (fase tardia) (lelecki et al. 2012). Um
crescente corpo de evidéncias demonstra a contribuicdo de L-PRF in vivo na
angiogénese e vasculogénese no local lesionado, tal sinalizagdo € mediada por
células-tronco hematopoiéticas intrinsecamente transportadas (CTHs) (CD34+) e
células progenitoras endoteliais (EPCs) (CD34+ /VEGR -2+/CD133+) (Di Liddo et
al. 2018, Schar et al. 2015).

Considerando o potencial de renovacdo celular da FLP, o estudo
demonstrou dentro de 48-72 horas que ha uma mudanga consideravel na
morfologia das HSC com células apresentando um padrédo de diferenciais com
citoplasma alongado, sinais de pontes intercitoplasmaticas e algumas HSC com
caracteristicas de células endoteliais. Sugerimos que fatores de crescimento
endotelial, proteinas de adesao, citocinas inflamatorias e outros marcadores
presentes na malha de fibrina podem ter atuado como estimulantes da
diferenciagdo e permanéncia da adesdao das CTH. Os achados apds 7 dias
sugerem diminuigdo da concentragdo de CTH, mas identificagdo de alteragdes
morfologicas importantes, como a presencga de célula alongada sobreposta a malha
de fibrina, sugerindo diferenciagdo em células de origem endotelial (aparentemente
fibroblastos).

A expansao ex vivo de CTHs ainda € um dilema. Quando cultivadas, as
CTHs se diferenciam rapidamente o que resulta no esgotamento do pool de células-
tronco (Khosrowshahi et al. 2016). O desenvolvimento de metodologias que
permitam a expansdo dessas células €& de grande relevancia para o
desenvolvimento de terapias e para o estudo da capacidade de autorrenovagao e
comissionamento de CTHs (Burnouf et al. 2013).

A dificuldade na construcéo de sistemas in vitro para o cultivo de CTH se
deve essencialmente a complexidade do microambiente medular onde residem as
CTH. O nicho hematopoiético exerce importante influéncia nas CTHs, sobretudo
pela preservagao do pool de HSCs e pela formagéo continua de células maduras
(Cesselli et al. 2009; Huang et al. 2016; Khosrowshabhi et al. 2016).
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Os sistemas de cultivo de células estromais com células hematopoiéticas
tém se tornado metodologias amplamente utilizadas em protocolos de expanséo e
diferenciagcdo de CTH, bem como no estudo da interagdo de elementos estromais
com CTHs (Crane et al. 2017). No entanto, essas metodologias ndo mimetizam a
real arquitetura tridimensional da medula é6ssea e, portanto, n&do refletem a real
configuragdo do microambiente hematopoiético (Mousavi et al. 2015).

Para tentar imitar a arquitetura real da MO, os sistemas de cultura CTH
foram desenvolvidos em ambientes tridimensionais (3D) que usam escafoides ou
elementos da matriz extracelular, como colageno e fibronectina. Culturas 3D
favorecem a reconstru¢do de um microambiente mais complexo que permite maior
interacdo entre as células. Alguns estudos mostraram que ambientes 3D in vitro
favorecem a proliferagao e preservacido do pool de CTH de forma mais eficaz do
que culturas em ambientes bidimensionais (Masoudi et al. 2016; Caloprisco et al.
2010; Scapin ey al. 2016).

No entanto, nenhum estudo demonstrou a viabilidade desses protocolos
para obtencdo de CTHs com alta capacidade de reconstituicdo hematopoiética in
vivo. O desenvolvimento de modelos in vitro que mimetizem a formagao do
microambiente existente in vivo torna-se importante para o entendimento da
biologia das CTHs, bem como para a obtengdo de CTHs funcionais que possam
ser utilizadas na pratica clinica. As células-tronco pluripotentes, especialmente as
células-tronco humanas, sao promissoras para o desenvolvimento desses
modelos. Sob condigdes especificas, essas células sao capazes de recriar um
ambiente tridimensional in vitro que permite o desenvolvimento de CTHs (Castro et
al. 2017).

Com base nos achados acima, nosso estudo tentou simular um ambiente
tridimensional com malha de fibrina naturalmente enriquecida com PREF fisioldgico
como um potencial meio de cultura de CTH Os achados e as hipoteses
desenvolvidas neste trabalho propdem novos estudos de identificacdo por meios
moleculares, imunoldgicos e enzimaticos dos achados verificados.

Os achados histologicos e celulares foram registrados descritivamente de

acordo com o cronograma de etapas mencionado anteriormente. Lembramos que
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por se tratar de um trabalho experimental e piloto, muitos achados morfolégicos séo
considerados como hipétese de um novo meio de cultura para proliferacdo e
diferenciagcdo de células-tronco hematopoiéticas (Paes et al. 2019; Costa et al.
2016). Os varios trabalhos experimentais anteriores realizaram o registo fotografico
digital das fases evolutivas da diferenciacdo das CTH, porém nenhum meio
confeccionado com FLP.

Os achados in vitro neste estudo sugerem que A FLP tem o potencial de
estabilizar e manter o crescimento de células imaturas ou pouco diferenciadas.
Além disso, as CTHs podem interagir com varias células em tecidos que podem ser
usadas em terapia especializada. Essas propriedades precisam ser confirmadas

usando técnicas sensiveis e especializadas.

5.5. Contribui¢oes do estudo

O potencial terapéutico das CTH ja esta bem estabelecido na literatura
mundial. As melhorias nas técnicas de criopreservagao nos ultimos anos reduziram
as taxas de falha de enxertia, reduziram o tempo de internagdo hospitalar e
melhoraram as caracteristicas biologicas de renovagado das CTH. Porém, ainda
muitos aspectos imunologicos ainda sao estdo bem esclarecidos durante o
processamento e descongelamento das CTH, principalmente no que se trata de
vias oxidantes e de viabilidade celular pelo efeito criopreservante em populagéo de
pacientes e individuos saudaveis. Em determinadas situagdes de falha de enxertia
ou elevada quantidade de morte celular com reducéao da viabilidade celular e piores
resultados no TCTH podem ser secundarios a alteragbes nas vias de especeis
reativas de oxigénio e nitrogénio.

Assim, a estabelecemos dados que podem contribuir para o inicio de vias
metabodlicas especializadas das CTH ainda sem muitas respostas. A
reprodutibilidade do cultivo das CTH em meios comerciais n&o é de acessibilidade
rotineira nos centros de pesquisas brasileiros devido elevado custo comercial. O
desenvolvimento de substratos experimentais com fibrina leucoplaquetaria pode

ocasionar novos questionamentos dos meios de cultivos hoje utilizados, sendo de
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facil acesso biologico, totalmente humanizado e com resultados em varias

linhagens teciduais muito promissoras.
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6. CONCLUSAO



Os resultados analise retrospectiva dos parametros clinicos,

epidemiologicos e imunitarios das CTH permitem concluir que:

e Os individuos doadores das CTH foram adultos jovens com parametros

hematoldgicos e bioquimicos dentro dos valores normais de referéncia;

O tempo de criopreservagao de 34 + 15 meses reduziu em 2% o total de CTH-
CD34%;

Quanto aos antigenos HLA houve maior expressédo dos loci A*02, DRB1* 04,
DRB1*07;

Quanto ao tipo de morte celular regulada n&o houve diferenga entre os
percentuais de apoptose inicial, apoptose tardia e por mecanismo desconhecido;
Quanto a tipagem do sistema ABO houve predominio do tipo O (6 individuos),
seqguido pelo tipo A (5 individuos);

Quanto a tipagem do fator Rh houve predominio do tipo positivo (10 individuos);
Quanto a expressdo de espécies reativas pelas CTH posteriormente a
criopreservagdo houve grande variabilidade individual e maior producédo de
ERNs do que EROs pelo conjunto dos individuos;

O uso da malha de fibrina favoreceu a antecipagdo do agrupamento celular
(homing / 2 dias de incubagao), enquanto na auséncia da fibrina o agrupamento
foi observado com 3 dias;

O uso da malha de fibrina favoreceu o surgimento de sinais de diferenciagcéo
celular (pseudopodes e nucléolo evidente) com 3 dias de incubagdo, enquanto
no controle esses sinais estavam ausentes.

O conjunto dos resultados listados acima mostram que os paréametros

relacionados a criopreservagao devem ser considerados para garantir a qualidade

das CTH. A constatacdo de que houve redugao na viabilidade das células depois
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de serem descongeladas e que algumas amostras apresentaram metabolismo
mitocondrial proximo de O (zero) por ocasido da avaliagdo das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio sugerem que as CTH podem ter sido afetadas pelo método
de criopreservagao/descongelamento ou mesmo pelo tempo de congelamento. No
entanto, considerando ainda que a enxertia das CTH nos individuos submetidos
aos transplantes de medula 6ssea foi 100% bem-sucedida, acredita-se que o total
de células viaveis/inoculo foi satisfatoria.

Ainda, considerando que a malha de fibrina rica em plaquetas, como
substrato para o cultivo das CTH proporcionou a ades&o, o homing e os sinais de
diferenciag¢ao celular, acredita-se que os parametros relacionados ao método de
congelamento/descongelamento e ao tempo de criopreservagao foram apropriados
para garantir a qualidade das amostras de CTH. No entanto, sugere-se a
continuidade dos estudos para determinar o efeito a curva de tempo x qualidade
das células para auxiliar a tomada de decisdo dos bancos nacionais de

criopreservagao de células tronco.
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7. LIMITAGOES E PERPECTIVAS



O estudo foi desenvolvido de forma experimental e com técnicas

inovadoras que visao ampliagdo no potencial de viabilidade das CTH e a fibrina

leucoplaquetaria como substrato de estabilidade da CTH. Foram identificadas

varias limitagdes durante o estudo dentre elas:

a)

Os insumos e manuseio dos reagentes de citometria de fluxo para as analises
de EROS E ERNS, devido ao seu alto valor de custeio, sua instabilidade apds
manipulado;

A falta de valores de referencias publicados ou estabelecidos para a analise
dos resultados do EROS e ERNS nas linhas de CTH;

Dificuldades na obtencdo e manuseio da fibrina leucoplaquetaria, sendo
necessario simulacdo previa para a correta coleta e manipulacido para o
experimento;

A analise da microscopia optica das CTH devido sua dificuldade de coloragao
e morfologia n&o padréo;

Porém identificamos um potencial ilimitado de perspectivas e
questionamentos que sao necessarios respostas diante dos achados do
estudo, dentre eles :

A replicagdo do desenho do estudo com amostragem superior para
confirmamos a reprodug¢ao dos dados encontrados;

A analise mais detalhada de EROS, ERNS incluindo citocinas, ensaios
clonogénicos com meio especializado com finalidade de verificar perfil de
expressdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com taxa de
recuperacao medular, taxas de neutréfilos e plaquetas pos enxertia de CTH,;
Realizar a analise de EROS e ERNS em amostras de pacientes portadores de
doengas onco-hematoldgicas quando comparados com individuos saudaveis;
Realizar estudo detalhado da fibrina leucoplaquetaria como substrato de CTH
com analise de microscopia eletrénica, estudo de metabolismo celular, padrao
de expressao proteica e identificar nutrientes para aumentar potencial de uso

como meio de cultivo das CTH.
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9.1 PARECER DO COMITE DE ETICA (PROTOCOLO 5.769.882)

S
NS HOSPITAL SANTA MARTA/ DF W"“‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Thulo da Pesquisa: Septic arthritis due cytomegalovirus infection after haplokentical hematopoletic siem
cell transplant; case repart and review of Inerature.
Pesquisador: Flavia Zatar Plazera
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 65194222.3.0000.8101
Instituicao Proponente: ISMEP - INSTITUTO SANTA MARTA DE ENSINO E PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.769 882

Apresentacao do Projeto:

RELATO DE CASO E REVISAO DA LITERATURA: ARTRITE SEPTICA POR INFECGAO POR
CITOMEGALOVIRUS APOS TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HAPLOIDENTICAS
HEMATOPOIETICAS

Aintecgao por citomegalovirus (CMV) @ uma complicagao grave do transplante alogénico de células-ironco
nematopoleticas (TCTH). Pode ter vanos efenos agudos outardios nos 0rgaons, @ 0s pacientes com infecgao
por CMV pos-TCTH apresentam alto risco de mortalidade. Descrevemaos um caso de artrite septica
secundana ao TCTH. O paciente era um homem branco de 41 anos com leucemia infoblastica aguda com
cromossomo Filadelfia positivo @ uma mutagao p190 BCR-ABL. Como terapla de indugao, ele recebeu o
esquema Berlin-Frankfurt-Manster mais imatinibe, apos o qual a doencga residual minima fol negatva e 0
MRNA de BCR-ABL nao fol detectado. Ele fol submetido a HSCT haplokéntco, terapla de condicionamento
com fludarabina, ciclofostamida e irradiacao corporal total, @ imunoprotilaxia com ciclosponna, micotenaolato
@ ciclotostamida. Postenormente, apreseniou arrite sépica, confirmada radiologicamente, sendo detectado
CMV o llquido sinovial @ N0 SOro via reagao em cadela da polimerase. O paciente ol tratado com SUCesso
com ganciclovir, mas apresentou varios efeltos adversos assoclados a toxicidade e Interagoes
medicamentosas.

Enderego: QSE AE 3 Setor € Sul

Bairo! TAGUATINGA SUL (TAGUATINGA) CEP! 72025090
UF: DF Municiplo:  BRASILIA
Teletone: §51)3932 6434 E-mall: cop@ smep combr
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9.2 PARECER DO COMITE DE ETICA (PROTOCOLO 5.769.885)

HOSPITAL SANTA MARTA/ DF “GRErarl o™

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisa: Identification of a new HLA-A"33 allele by Next Generation Sequencing (NGS)
technology In a bone marrow donor,

Pesquisador: Flavia Zanar Plazera

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 65197022.9.0000.8101

Instituigao Proponente: ISMEP - INSTITUTO SANTA MARTA DE ENSINO E PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.769 885

Apresentacao do Projeto:

Kentificagao de um novo alelo HLA-A'33 pela tecnologla Next Generation Sequencing (NGS) em um doador
de medula 0ssea

Os genes HLA codificam proleinas de superficie que reconhecem os propnos antigenos de um indwviduo e
os distinguem daos antigenos provenientes de fontes estrannas. O sistema HLA esta localizado no brago
curto do cromossomo 6, mals especificamente em 6p21. Os genes HLA sao altamente polimormicos, o que
explica a alta especificikdade do sistema imune. O desenvovimento de novas metodologlas na area de
plologla molecular permitu uma melhor ientificagao do pallmorfismo HLA, resultando em otima resolugao
para tipagem HLA. 1SS0 rouxe multas melhorias nos protocolos terapéuticos @ na selegao de doadores para
pacientes candikialos para um 0rgao soido ou transplante de células-tronco hematpolketicas, O Regisrro
Nacional de Doadores de Medula Ossea do Brasll tem skio uma ferramenta de grande valla na busca de
doadores. Assim, a descoberta de alelos nao descrios em bancos internacionals @ a presenga de hapltpos
descrtos como raros devido as balxas frequéncias em Dancos europeus e amercanos, sao condigoes
comuns na realidade do perfil Imunogenético brasiiero. A Implantagao de tecnicas de NGS juntamente com
ferramentas de bloinformatica proporcionaram um aumento na precisao da genactipagem e comprmento de
leltura para obtengao sequéncias completas de haplotpos HLA. O novo alelo A*33 1em a corespondéncia
mals proxima com HLA-A*33:03:01:01, exceto por uma Incompatibiidade na posicao 270 no Exon 2. No
caso avallado, em vez do T esperado, um A fol

Enderego: QSE AE 3 Setor E Sul
Bairro:  TAGUATINGA SUL (TAGUATINGA) CEP: 72025000
UF: DF Municiplo: BRASILIA
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9.3 PARECER DO COMITE DE ETICA (PROTOCOLO 5.812.697)

S
g HOSPITAL SANTA MARTA/ DF W

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Thulo da Pesquisa: ANALISE RETROSPECTIVA DOS PACIENTES ONCO-HEMATOLOGICOS
ATENDIDOS E SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO
HEMATOPOIETICAS ; TCTH NUMA INSITUTIGAO PRIVADA BRASILEIRA: SERIE

Pesquisador: Flavia Zattar Plazera

Area Tematica:

Versio: 1

CAAE: 65677022.5.0000.8101

Instituicao Proponente: ISMEP - INSTITUTO SANTA MARTA DE ENSINO E PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5812697

Apresentaco do Projeto:
Trata-se de estudo descrtvo e comparativo, expenmental nao pareado, retrospactivo, envolvendo registro
madico de packentes com as neaplasias hematalogicas mals comuns, submetdos a transplante de células
hematopoleticas progenitoras na instituicao CET TRO/ICB/Oncologla Santa Marta/Oncoclinicas.

Objetivo da Pesquisa:

Este estudo se propoe retrospectivamente 0s paclentes atendklos @ submetkdos ao TCTH(Transplanie de
célula Tronco Hematopolatica) num servico privado de assisténcla madica em Brasliia-DF num perlodo
nistorico. E uma pesquisa retrospectiva, quantitativa, em que as Informagoes serao obtidas atraves de
revis a0 de prontuéano eletronico. Os dados obtklos serao analisados estatsticamente atraves graficos e
tabelas e testes estatisticos:

Serao Analisados:

- Pertil epldemiologico, nutricional, status da doenga de base, inhas previas de quimioterapla.

- Grau de estress dos pacientes submetidos ao TCTH.

- Padrao nutnclonal dos pacientes oncohematalogicos submetklos ao TG TH.

- Madaldade de TCTH submetkios: alogénico, autlogo ou haplokientico,

- Complicagoes Infecclosas @ iImunologicas dos pacientes.

- Tempo de Intermagao dos pacientes durante TCTH.

Enderego: QSE AE 3 Setor Su, Prédo ISMEP
Bairo: TAGUATINGA SUL (TAGUATINGA) CEP: 72026000
UF: DF Municiplo:  BRASILIA
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do trabalho Cutaneos
involvement in mulitple myeloma in the era of the proteasome inibitors why the unfavorable outcome
did not change, sob a responsabilidade do pesquisador FLAVIA ZATTAR PIAZERA. O
trabalho ¢ modalidade de relato de caso.

O objetivo deste trabalho ¢ ANALISE RETROSPECTIVA DOS PACIENTES
SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA ATENDIDOS NUM
SERVICO PRIVADO DE ONCOLIGIA DE BRASILIA, incluindo parametros
clinicos, epidemiologicos e imunitarios. O(a) senhor(a) receberd todos os esclarecimentos
necessarios e lhe asseguramos que seu nome nao aparecerd, sendo mantido o mais rigoroso
sigilo pela omissao total de quaisquer informagdes que permitam identificé-lo(a).

A sua participagdo se dara por meio de autorizagdo libera¢do de 1ml da amostra
criopreservada das células tronco hematopoéticas que foram destinadas para doagao, tal
aliquota sera destinada para verificagdo de identificagdo de viabilidade celular, andlise de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio bem como potencial de diferenciacdo em malha
de fibrina leucopaquetaria, além da revisdo dos dados clinicos e bioquimicos contidos no
seu registro médico.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo a exposi¢ao acidental de
sua identidade. Esse risco sera minimizado ocultado sua identificagdo (seu nome e/ou iniciais
ndo serdo divulgados) e ocultando sua face ou cobrindo seus olhos nas imagens que serdao
divulgadas. Se o(a) senhor(a) aceitar participar, estard contribuindo para aumentar o
conhecimento dos profissionais sobre o tema, o que poderd beneficiar outras pessoas que
apresentarem casos semelhantes ao seu.

O(a) Senhor(a) pode recusar que seus dados de tratamento sejam utilizados sem
nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participagdo ¢ voluntaria, isto €, ndo ha pagamento
por sua colaboragao.

Uma vez que o tratamento ja estd concluido, também ndo havera gastos associados
ao mesmo. Mas se houver gastos, esses sdo de nossa responsabilidade.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacao no trabalho,
o(a) senhor(a) devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢des legais vigentes
no Brasil.

Os resultados do trabalho serdo divulgados na revista cientifica especializada
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais originais serdo utilizados
somente para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco
anos, apos isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo ao trabalho, por favor telefone
para: DRA FLAVIA ZATTAR PIAZERA, na CLINICA CETTRO no telefone 61-
992235559 OU EMAIL fpiazera@terra.com.br , disponivel inclusive para ligacio a
cobrar.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado
em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o(a) Senhor(a).

Nome e assinatura do Participante de Pesquisa

Nome e assinatura do Pesquisador Responséavel
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The Cutaneous Involvement of Multiple Myeloma as an
Indicator of Unfavorable Evolution: Series of Three Cases

Flavia Zattar Piazera™, Rafaol do Sa Vasconcelos®, Marcelo Jorge Carneiro’, Alexandre Nonino?, Jorge Vaz Pinto Neto?, Luiz

Henrique Ramos Athaides’ and Selma Kuckelhaus®
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'CETTRO Onzoctinicas Cantar of Tractment ¢f Cancey, Basin, Disteet Faderal, Branl

Abstract

Cutanecus myeloma, & rare clinical presentation of mukiple myeloma, is usually associzted with high burden of malignant cells and poar
prognesis. Three cases who were dagnosed wih multiple myeloma and exhidted cutansous involvemant withh a wide range of clinical
manfestations. We emphasize the merphelogic and immunahistochemical patterns of this rare prassatation. The use of new herapiss
assocated double or triple ragimens in the treatment of mysloma showed significant impeovements in progression-free survival, but relapse
with cutanea infilratien suggests a pattem of aggressiveness that is stil unclear and generally refractoey lo conventicna therapies. The
pathophysiclogy and the findings and markers that might be associated with pregnasis based on the review of recent literature.

Keywords: Mtipls myeloma » Cutanecus infilration « Extra medullary myeloma

Introduction

Mubipie myeloma (MM) is & hessalooge malignarcy characieined by
the unzorirelled peoiferation of plas=a cals in the bong martow and the
subsaqeant overatundancs of menocknal paraprossins, Exvamedullary
isvalvemént in MM (EEMN) is & cnosmmon prasanigion, wih an esimated
Ircdence ranging rom 6% % 7.5% In recert studes [1],

EEMM is defined as e infitraton of donal plassacylic cals & siles tha!
are analomicaly dsiant om the bose marsow and the adjacenl soll tssués
In panents with MM. Uniks g chnal plasmacytic isfitration osenved In the
becl irmvssion of stuztures adgoant 1o the bene mastow, EEMM &xhibis &
maeg Inmaturs ard pasmasiaste cell profie, which underies ts agzressive
dlinical behavior aod poseer pregness (28],

Cutansous imohemest, which is & garticuarly rare sanlestaton of
EEMM, cours 0 1% to 4% and usualy prasants 35 a s compleation In
paiets raghad with several herapsutic ragimens, Cutaneous nvehement
15 3ls0 chsarvad 35 A late-51agn prasentaton in paients wih axsansive umer
bueden (bone matrow plassacyioss » 80%) hgh Intéesalicngl Stagng
System (ISS) soeres, and oot prognosis &t he time of diagniss acordng
1o the cytoganetc avakatien (3L Toe defintive disgnist of cutaneows
iefilration s based on the hislogathalogeal examingion of sdn ksioss in
pncts with a pravius diagnasis of MM [4-7],

Altough sgnficast advanzes and new herapsutic axprcaches hive
changed the cutkek of MM, mainy due 1o he mpementston of new
theracles In this catiants wih cutaneous manfestations s3ll experence

Proveaseme ichititors of et and second geneestion, menozkng
anlitedy and lenalidomios have representad & beaakhrough in e leaiment
of MM, providng knger servival. Navarthaless, In ow axpenencs, hg use
of these maw drugs has ol translated Info addtinal surdival benale,
wnderscorng the rola of skin isvalvamant as a poae prognostis factor 15.8,10)

I Shis tepert, we presert thees casss of MM wih culineos imovemest
which felowed & fatel disease courss despile the use of néw Perapis in
10 Iriple crogs protosols, To the bast of our knowlesge, s s 1he first case
sones of patiants wih MM who developad cusanecys isvaivement casphs
veament wih prodsasems intiblors and sew eatmest 10 e myekme
anti-CDAA, kngidemide and thakdomide,

Case Series

Case 1

SFO, a 55year back mak paiest was disgnosed with sympematic
MM asad o, an séeom immunogobuln (1) G kapsa chan prodi level
of 58 gdL aed had Dusie-Salmon stage |1l A disease (hic lesicns o
umsosaceyl spite), cylogensde with 134 delticn asd an ISS score of 3
{abusin, 2.5 gL, B2-microgobuln, 4.7 BHL) al pesseataton. Complen
responss (CR) according 1o he Inlenational Workisg Myelema Foundation
{IWMF) was achiavad wih foer cycles of traatmam with cyclophaspharmioe,
caxamethasone, and bortezomib, Subsaquanty, the patent undereprt
samatopoiete stem coll dranspiactation (HSCT) with the Infusion of 12
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Identification and Description Case Report of a New HLA-A*33
Alleleby Next Generation Sequencing TechnologyinaBrazilian
Bone Marrow Donor
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Abstract

New A*33 allele has the closest maich with MLA-A"33.02:02:01, except for a mismatch at posiion 270 in Exos 2. Instead of the expecied T, an A
was detecied at this positon. This information was included in he ful Nomenclatee repart and contributed 1o the Immunogenetc study.

Keywords: HLA-A"33 « New allols < Next-Geseraticn Sequencing (NGS) technology

Introduction

HLA genes encode surface proteins ®al recogoize an
from foregn sogrces. HLA sysiem & focated on the shot arm of
chromosoms B, more spechicaly at 6p21 (1) HLA genes are hghly
polymorphic, which explains e high speciicity of Be immune
systent. Development of sew mathodologies in molecular biology
fiald allowed batter ientification of HLA polymoephism, ressltng in
great resclution for HLA typing. This has bring many mgrovements
In therapeutics peotocols and donor seiacticn for patieats canddates
for a sold organ o Hemaloposetic Stem Celis ¥ansplantaticn |2)
The implantason of NGS lechniques slong with bioislormatics lools
provided an increase genchypleg accuracy and readng lesgth for
oblaining compiete sequences of HLA haplotypes [1.3]

Objective

Here we describe a novel HLA-A allele identfied 0 & male dosor
of African ancestry common in Braziian Mestizo poputation

Results and Follow up

Intially, gesormic DNA was isolated from pedpheral bood using
“Address Jor Camespondence: Flave Zatw Parers. Deportmend of
Mophology, Unvasty of Baslie RilDaske Feders! Dt Bral E-mat
parero@era com iy

Copynight: © 2023 Parera FZ, ot of. This is 00 opes orticle distrbuted
wder e e of e Creatve Commons AfSetion Loatse. which pecmis

Recolva® 24 Fadrunry 2005 Mascacripf Mo g 2350084, Editer Assigredt
75 Febraary, 20220 MeQC Mo, PO00BA. Reviewed: 10 Maxch 2023 QC No
QU0084. Revined: 15 Macch 2023, Massacript No. 00004, Published 27
Mach, 2023 OO0 10 12 UTIT-0M2 2003 17 897

BIOPUR kit and HLA | ¢ yping was podormed usng LASType®
SSOP Kits (One Lamdda, Canoga Park, CA). The donoe geaotype
assgrment wis n0 makch HUAA HLA-8°08 MUA-E*44 and HLA-
ORBI"1, HLADRBI'13, In teder %2 comoborate the resuls and %
obtain 3 higher resoluton in HLA genotyping. we fest parformed now
gonomic DNA isolation by saling-out method asd the same result
was achioved. The resulls weee saquancing by NGS using AiType '™
NGS Assay Kit (Ose Lamda - Thermo Fisher. Canoga Pack, CA) o0
lon platform (lon Chel and ton S5) at Xmol laboratory « Training and
Support Center in Molocular Brology (Parand, Beanl), The results
were sequencing by software TypeSteam Visual (TSY), version
L1 catsog ALL-1ILX 002 03, as wel as documen! showing
dotails of the analysis (Figure 1). NGS Custom Regort presents
the typing for 11 analyred foci: HLA-A'020101, A*33 (possble
now), HLAB'0B0101, B'a40201; HLA-C™OT0L:01, COT:04:01;
HLA-ORB1'01.01.01, DAB1°12:01:01. HLA-DRB3'01:0102 HLA-
DQAI*0L0L. DQA1'01:0301; HLA-DQBI05:01, 0Q8106:03:0L
HLA-DPAL"01.03:01, DPAL"0L:03:01; HLA-DP81703:01:01,
OPE1'0&0101. The dentiicaton of a new aliele HLA-A'3T shows
a metation in Exon 2 (codon €8.3), Bus beng al the recognison
sie. The alisle that most resambies is A°33:.03:01:01, but instead
of the expacted T the consenses was an A Thare was an aming
acid charge as wel from Asparagine (Asa) o Lysine {Lys) (Figere
2). INGTHLA Database reference segeence confrms a mismatch
in HLA-A*3308:01:01 by a ssbsttetion of a T for an A at Exon 2
(Fgure 2), The niclectide sequesce © avaladle & GenBank
ACCe350n rumber MKBAZLZE, IPD-INMGTHLA Database submission
HWSI10054309 aed the name A*33183 has been offically sasigned
by World Heath Organization (WHO) Nomenchiuwe Commitice
in March 2019, This follows the agreed policy that subect 1 the
conditions staled 1 tha most recent NOMenciaiue 1epor, 1ames wil
Be assgned 1 new soquences as they are identified. Lists of the
now alele names were publshed in the following WHO sonesciatere
report (4],
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