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RESUMO

O Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas (TCTH) baseia-se no
principio de infusdo de Células Tronco Hematopoiéticas (CTH) CD34 + num receptor
condicionado. Sabe-se que tais células sdo capazes de gerar uma nova
hematopoiese bem como que o beneficio do aumento de dose de CD34 + estende-
se de aproximadamente 2 x 10° CD34/Kg a 5 x 10° CD34/Kg do receptor. A
determinacdo do niumero de CD34 baseia-se no numero total de CD34, porém sabe-
se gque apenas uma pequena porcdo celular do grupo de CD34 esta associada a
recuperacdo medular. Uma maneira de refinar a deteccdo desse grupo de células
quando comparado com a quantificacdo do CD34 total, é a analise citométrica dos
padrées de tamanho e granularidade citoplasmatica.

No contexto do TCTH autdlogo e algumas vezes no TCTH alogénico, onde a
infusdo das células precursoras é feita com intervalo superior a trés dias apds a sua
coleta, o congelamento das CTH CD34 +as faz-se necessario para que as células
permanecam viaveis. O agente crioprotetor mais comumente usado é o0
Dimetilsulfoxido (DMSO), que em temperaturas extremamente baixas protege as
CTH da morte celular, porém em temperatura ambiente torna-se toxico. As reacgdes
adversas do receptor no momento da infusdo séo atribuidas, em geral, ao DMSO.
Portanto existem diferentes protocolos de congelamento de CTH que usam
diferentes concentracdes desse agente, com o intuito de reduzir as reacbes
adversas e, a0 mesmo tempo, evitar a morte celular decorrente de temperaturas
baixas. Alguns estudos concluem que a viabilidade das CTH congeladas pode ser
mantida com concentracdes baixas de DMSO ou com celularidade elevada nos
produtos congelados. Além do DMSO, a albumina e o Hidroxetilamido (HES) séo
usados como adjuvantes na protecao celular ao frio. Alguns protocolos de
criopreservacédo usam apenas o0 DMSO enquanto outros indicam a necessidade do
uso dos trés agentes juntos. Ndo ha consenso a respeito do protocolo de
criopreservacao ideal. Um expressivo numero de trabalhos sugere o uso do DMSO 5
a 10% juntamente com a albumina 20% e HES 6% em enxertos com celularidade
até 3 x 10° células nucleadas/ml, porém existem sugestes de protocolos diferentes



desse padrdo que usam o DMSO como agente Unico assim como concentragcdes
menores de DMSO.

Com relacéo ao efeito toxico do DMSO, os eventos adversos do paciente no
momento da infusdo sdo atribuidos diretamente a ele. Porém evidéncias recentes
apontam outras possiveis causas: citocinas liberadas durante o periodo de
armazenamento e infundidas com o enxerto e micro-agregados leucocitarios
decorrentes da elevada celularidade do enxerto.

O presente estudo pretendeu verificar a viabilidade das CTH através da
medida da Anexina-V e 7-AAD pela técnica de citometria de fluxo usando-se
diferentes concentragdes de DMSO, bem como comparou tal desfecho entre
amostras que foram congeladas apenas com DMSO e amostras congeladas com
DMSO, HES e albumina. Além disso, foram verificados 0s niveis de citocinas

inflamatodrias nos enxertos e sua relacdo com a concentracdo de DMSO.

Palavras-Chave: Célula Tronco Hematopoiética; CD34 positiva; Citometria de
Fluxo, Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas; Criobiologia; Viabilidade

Celular; Citocinas.



ABSTRACT

Bone Marrow Transplantation (BMT) is based on the principle of
hematopoietic CD34 stem cells infusion in a conditioned recipient. It is known that
such cells are capable of generating a new hematopoiesis, as well as known that the
benefit of the increase of CD34 dose is goes best when it is between from 2 and to 5
x 10° CD34 by patient’s body weight. The CD34 determination is based on the total
CD34 number. However it is known that only a small portion of the CD34 population
is related to the marrow repopulating capacity. An alternative way of detecting such
cells when compared to total CD34 dose is the cytometric analysis of citoplasmatic
granularity and size patterns.

In the autologous BMT context and, sometimes in the allogeneic type where
the graft infusion occurs more than three days after the graft harvest, the CD34 cells
freezing is necessary to keep their viability. The crioprotective agent most commonly
used is the DMSO, which at extremely low temperatures this agent protects the
CD34 cells from dying. However at temperatures above 30°C it became toxic and
causing adverse events in the patient receiving them. The adverse reactions at the
infusion moment in general are linked to DMSO, thus there are some different
cryopreservative protocols using different DMSO concentrations aiming to reduce the
incidence of collateral damage and at the same time avoid the CD34 from dying at
low temperatures. Some studies conclude that CD34 viability can be maintained with
the use of high mononuclear cellularity in the graft or with low DMSO concentrations.
Besides DMSO, albumin and Hydroxietilstarch (HES) are cryoprotectants adjuvants.
Some Cryopreservation protocols only use DMSO as cryoprotective agent, while
others indicate the three agents together. There is no consensus about the ideal
cryopreservation protocol. An important number of studies suggests the use of
DMSO 5 to 10% with albumin 20% and HES 6% in grafts with cellularity number of
no more than 3 x 10° cells/ml, however there are some new different protocols that
use DMSO alone and at lower concentrations.

As to adverse events during the infusion moment, it is known that DMSO

causes the effects. However, there are evidences that other causes could cause



these events: cytokines released during the storage freezing time and infused with
the graft and leukocyte micro-clots caused by the high cellularity in the gratft.

The present study aimed to study the viability of CD34 cells using the
Annexin-V and 7-AAD apoptosis reagents through the flow cytometry technique in
different DMSO concentrations as well as compared such outcome among the
samples only frozen with DMSO and samples frozen with DMSO, HES and albumin.
Besides, it was verified the inflammatory cytokine levels and their relationship with

the DMSO concentration.

Key Words: Hematopoietic Stem Cell; CD34 positive; Flow Cytometry;
Hematopoietic Stem Cell Transplantation; Cryobiology; Cellular Viability; Cytokines.
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JUSTIFICATIVA

O presente estudo visou demonstrar a manutencao da viabilidade das Células
tronco hematopoiéticas congeladas em freezer mecanico utilizando-se diferentes
concentracdes de crioprotetores, em especial o DMSO.

Foi demonstrado que a viabilidade das CTH, principalmente as CTH de baixa
complexidade que sdo aquelas menos comprometidas com as linhagens
hematopoiéticas, € mantida mesmo usando-se concentracbées muito baixas dos
crioprotetores.

Esse estudo foi elaborado com o intuito de sugerir o uso de menores
quantidades de DMSO, pois esse crioprotetor esta associado a inumeras reacdes
adversas no momento da infusdo das Células descongeladas. Além disso, o0 DMSO
é caro.

O mesmo estudo ainda pretendeu demonstrar que as células apoptoticas
liberam mais citocinas inflamatérias e que isso poderia explicar, a0 menos em parte,

as reacdes adversas do paciente no momento da infusdo das CTH descongeladas.
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1-INTRODUCAO
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As células tronco hematopoiéticas (CTH), por definicdo, expressam o
antigeno de superficie CD34, ndo sado comprometidas com nenhuma linhagem
hematopoiética e sdo responsaveis pela manutencédo da hematopoiese normal (1-5).

Na literatura existem diferencas significativas em relacdo a dose de CTH
necessaria para garantir uma recuperacdo hematoldgica adequada apos o
Transplante de Células Hematopoiéticas periféricas (TCTH), porém sabe-se que a
maioria dos estudos estabelece como dose segura aquela de 2 x 10° CD34 total/Kg
de peso do receptor(6-18). E consenso que o tempo de recuperagdo leucocitaria
diminui com o aumento da dose de CTH CD34 positivas, afetando
significativamente, de maneira inversa, a recuperacdo hematopoiética e a
mortalidade relacionada ao TCTH (19-25).

As células CD34 + mobilizadas para o TCTH formam uma populacao
heterogénea de CTH. Sabe-se atualmente que apenas uma pequena porcao das
CD34 é responsavel pela funcdo primordial de hematopoiese. Essas células
possuem marcadores imunofenotipicos de superficie além do CD34, como o CD133,
o0 CD110, entre outros. Alguns estudos ja estabeleceram doses celulares especificas
para o TCTH quando utilizados tais marcadores em conjunto, e 0s resultados
demonstram clara correlagdo com melhor recuperacdo hematopoiética e menor
mortalidade(26-39). Porém, o uso rotineiro desses marcadores em conjunto ainda
nao foi claramente estabelecido e, portanto o seu uso ocorre apenas em pesquisa.
Por outro lado, é possivel delimitar com um pouco mais de precisdo esse grupo de
CTH por meio da técnica de citometria dos padrdes de tamanho e granularidade
citoplasmatica (FSC x SSC). Dessa forma, as CTH CD34 podem ser divididas em

células de baixa e alta complexidade segundo a analise cruzada desses dois
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parametros associados. As primeiras apresentam baixo grau de diferenciacdo e
elevada potencialidade regenerativa, enquanto as Ultimas apresentam um grau
maior de diferenciacdo assim como um menor potencial regenerativo(40).

O TCTH utiliza as CTH CD34 positivas do préprio paciente (TCTH autologo)
ou de um doador familiar ou ndo-relacionado (TCTH alogénico) para restabelecer a
hematopoiese sadia apd0s quimioterapia mieloablativa (41-44). Particularmente no
contexto do TCTH autdlogo, onde apds a coleta das CTH CD34 + no sangue
periférico o paciente passa por um periodo de 3 a 8 dias realizando a mieloablacéo
quimioterapica, € necessario que as CTH coletadas sejam congeladas para a
manutencao de sua viabilidade.

O congelamento das CTH tem como principio 0 uso de agentes crioprotetores
destinados a manutencdo da viabilidade destas células em temperaturas muito
baixas. Sabe-se que existe perda de viabilidade das CTH congeladas por diversos
fatores entre eles, a leséo direta pelo frio denominada crioinjuria, e, mais importante,
a pera de viabilidade apés o descongelamento das CTH por acéo do préprio agente
crioprotetor (45-66). Além disso, o principal agente crioprotetor denominado DMSO
(Dimetilsulfoxido) esta associado com inumeras reacfes adversas do receptor no
momento da infusdo por se tratar de uma substancia com elevado potencial téxico
tecidual. A dose preconizada de DMSO assim como a composi¢cdo da solugéo
crioprotetora varia de forma consideravel nos diferentes centros transplantadores. A
tendéncia atual € que se use a menor concentracdo possivel do DMSO para que
possam ser reduzidos os efeitos toxicos no momento da infusdo das CTH (67-80).
Outras variaveis, como a celularidade do produto de coleta também estédo
associadas diretamente com a viabilidade do enxerto. Sabe-se que existe uma

relacéo inversa entre celularidade do enxerto e viabilidade celular (81-91).
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A toxicidade relacionada a infusdo das CTH CD34 + congeladas é, em grande
parte, atribuida ao DMSO presente no enxerto. Porém, outro fator que pode estar
relacionado a incidéncia de efeitos adversos na infusdo é a presenca das citocinas
inflamatorias, sobretudo a IL-6, IL-8, IL-1[3, IL-12 e TNF-q; liberadas pelos leucocitos
durante o periodo de armazenamento no freezer e presentes no enxerto no
momento de sua infusdo(92, 93). Tais citocinas estdo relacionadas as reacdes
transfusionais ndo-hemoliticas e podem contribuir para a toxicidade da infusédo no
contexto do TCTH autélogo (94, 95).

O presente trabalho analisou a influéncia de diferentes concentracbes de
DMSO além de diferentes composi¢cdes da solucao crioprotetora na viabilidade tanto
das CTH de baixa complexidade como nas CTH de alta complexidade. Além disso,
foi demonstrada a relacdo entre morte celular durante o periodo de congelamento e
quantidade de citocinas inflamatdrias liberadas pelos leucécitos presentes no

enxerto.
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2.1- CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS (CTH)

O sistema hematopoiético consiste de varios tipos celulares com funcgdes
especializadas. Muitas células sanguineas tém vida curta e necessitam ser repostas
continuamente, sendo que a média humana de reposicao situa-se em torno de 100
bilhdes de células sanguineas novas a cada dia. A producédo continua de tais células
depende diretamente das CTH, legitimas fontes primarias de todo o sistema
hematopoiético.

A historia dessas células comeca apds as bombas atdbmicas de Hiroshima
e Nagasaki em 1945 (96). Tais eventos provocaram um grande numero de mortes
precoces por insuficiéncia medular. Mais tarde, observou-se que ratos que recebiam
radiagdo apresentavam morte com as mesma caracteristicas observadas no Japéo.
Porém, protegendo-se o baco ou alguma cavidade 0ssea dos ratos com chumbo, a
dose de radiacdo ndo mais provocava a sua morte, pois nesses casos existia algum
fator responsavel pela manutencdo da atividade da hematopoiética que néo fora
destruido pela radiagdo devido a protecdo do chumbo. Em seguida, foram feitas
tentativas bem sucedidas de reposicdo da atividade hematopoiética com injecédo de
suspensdo de células oriundas de oOrgdos como a medula 6ssea. Em 1956,
descobriu-se que tais suspensdes injetadas regeneravam o sistema hematopoiético
ao invés de liberarem fatores sollveis que causassem a regeneracao das células
hematopoiéticas mortas. Logo em seguida, viu-se que ndo apenas a radiacdo, mas
também doses elevadas de quimioterapicos causavam a destruicdo da medula
0ssea, porém que a medula morta poderia ser recuperada com a infusdo de células
progenitoras de outro individuo. Inicia-se, entdo, a era dos transplantes de medula
Ossea. Através de experimentos adicionais, Till e McCulloch (1965) identificaram
marcadores genéticos em células das suspensdes infundidas, e observaram que tais
células eram capazes de originar ndo apenas (97) outras células idénticas (auto-
renovacao), mas também todas as outras células do sistema hematopoiético. Nesse
momento, tais células foram chamadas de pluripotentes, nome que mais tarde foi
substituido por multipotente. Porém, a identificacdo dessas células através de
marcadores genéticos randémicos na pratica clinica se tornava impraticavel. E, por

volta dos anos 60, inicia-se a corrida pela sua identificacdo, fator crucial na prética
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do transplante de medula.

No inicio, as CTH foram caracterizadas através de ensaios in vitro e in
vivo, que tinham como objetivo medir a capacidade de essas células formarem
colénias num periodo de tempo aproximado de cinco a sete semanas de cultivo.
Porém, o grande problema desse tipo de ensaio é a dificuldade técnica
principalmente pelo tempo despendido até o resultado final (98, 99).

Outros métodos de identificacdo e quantificacdo das CTH foram
denominados de FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)(100) com a vantagem
de poder selecionar células raras no meio de milhares. O principio baseia-se na
conjugacdo de marcadores particulares ligados as células através de anticorpos
especificos, sendo possivel realizar a selecdo da populacdo de células especifica
que se quer identificar. Porém, a técnica € demorada e cara para ser usada na

pratica diaria do transplante de medula 6ssea.

Mais tarde, tentou-se caracterizar tais células pelas medidas de tamanho
e granulacdo. Com o advento dos anticorpos monoclonais € um maior entendimento
das proteinas de superficie de tais células, iniciou-se a técnica da imunofenotipagem
que se tornou o padrdo-ouro na identificacdo das CTH no transplante de medula
0ssea (101). Diversas combinacdes de anticorpos foram usadas na caracterizagdo
das CTHs murinas, como o CD117"%" CD90"“", Lin"™9, Sca-1°*. Estratégias
similares foram usadas para identificar as CTHs humanas, usando-se o CD34,
CD38, Lin, CD90 e CD133. Na medula 6ssea murina, uma em cada dez mil células é
considerada uma CTH com habilidade de auto-renovacao e diferenciacédo em longo
prazo. Se incluirmos CTH com potencial de proliferacdo e diferenciacdo de curto
prazo, a sua incidéncia se eleva para uma em cada mil ou duas mil células
medulares, propor¢cdes que também sao vistas no homem. No sangue periférico,
essas incidéncias sdo em geral dez vezes menores (29). As CTH com potencial de
proliferacéo e diferenciacdo em curto prazo sdo também denominadas progenitores
hematopoiéticos, e diferenciam-se das CTH imaturas por sua reduzida capacidade
de diferenciacdo e incapacidade de auto-renovacdo. Porém, tais progenitores
possuem boa capacidade proliferativa e podem gerar um grande numero de células
hematopoiéticas maduras (102-104).
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Quando pensamos no papel funcional dos diferentes subgrupos de
células CD34 positivas na reconstituicAo hematopoiética apés o transplante de
medula éssea, a tendéncia geral € considerar fundamental o papel das CTH
imaturas e reduzir a importancia dos progenitores mais maduros e precursores
geradores das populac6es maduras. Porém, cada uma dessas subpopula¢gdes tem
um papel de importancia relativa na reconstituicdo. Sabe-se que 0s precursores
maduros sao responsaveis pela reconstituicdo prematura no primeiro més apoés a
infusdo da medula, os progenitores tardios sado responsaveis pela geracao de tecido
hematopoiético no periodo de um a trés meses aproximadamente, 0s progenitores
precoces, responsaveis pela producdo de tecido hematopoiético do terceiro ao
quinto més e, finalmente, as CTH imaturas garantem o funcionamento medular a

partir do final do terceiro més em diante (105).

Como regra, o CD34 é um marcador da imaturidade celular
hematopoiética, tornando-se progressivamente ausente a medida que ocorre
diferenciacdo celular. Com relacdo a sua estrutura molecular, os anticorpos anti-
CD34 sao classificados em trés grupos conforme os epitopos de ligacdo. Anticorpos
do grupo IlIl (entre eles o 8G12) (106-111) sdo considerados os ideais para a
imunofenotipagem por citometria de fluxo pelo fato de apresentarem maior
abrangéncia de ligacdo aos epitopos do CD34 e, além disso, ligam-se com afinidade
a todas as formas glicosiladas do antigeno, o que os torna altamente sensiveis e

especificos(112).

Quando consideramos o0 sistema hematopoiético em particular, as CTH
gue possuem o marcador de superficie CD34 compreendem um grupo heterogéneo
de células imaturas que é funcionalmente caracterizado pela capacidade in vitro de
gerar agregados clonais derivados de progenitores imaturos e com maior grau de
diferenciacao (early and late progenitors) (113) e capacidade in vivo de reconstituir o
sistema imuno-hematopoiético num hospedeiro previamente tratado com dose de
radiacdo supra letal. Estudos imuno-histoquimicos (114-118) demonstraram que o
CD34 ¢é estagio-especifico e nao linhagem-especifico, isto €, sua expressao
depende do estagio de maturacdo do precursor e que estd presente em diferentes
linhagens de precursores nos seus estagios mais precoces de desenvolvimento. Os
receptores que normalmente coexistem com o CD34 podem ser divididos naqueles
denominados linhagem nao-especificos (Thy-1, CD38, HLA-DR, CD45RA, CD71) e
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agueles linhagem-especificos ja mais maduros das linhagens linféide-T (TdT, CD10,
CD7, CD5, CD2), linhagem B (TdT, CD10, CD19), linhagem miel6ide (CD33, CD13)
e linhagem megacariocitica (CD61, CD41, CD42b). No grupo linhagem né&o-
especifico, as células que apresentam baixa expressédo dos antigenos Thy-1, CD38,
HLA-DR, CD45RA e CD71 sao consideradas progenitores imaturos (early) e as
células com maior expressdo desses receptores serdo denominadas progenitores
mais maduros (late), também denominadas de progenitores restritos as linhagens ou
CFU-GM, CFU-G, CFU-M, BFU-E, CFU-E e BFU-Meg (119, 120). De todos os
antigenos linhagem nao-especificos, a auséncia da expressdo do CD38 é a mais
importante para definir os progenitores mais indiferenciados e com fungéo de célula-
tronco hematopoiética (119, 121-124). Se considerarmos apenas as células
CD34+/CD38-, estaremos estudando apenas 1% de todas as células CD34 positivas
e menos de 0,01% das células mononucleares. Além disso, 0s progenitores mais
imaturos ainda expressam o0 CD45RO. Lansdorp et al. (1995) (125-130)
identificaram subpopulacées de CTH imaturas no sangue de corddo umbilical:
CD34+CD45RACD71"° (42% dos progenitores), CD34+CD45RA+CD71°(90% dos
progenitores miel6ides) e CD34+CD45RA°CD71+ (70% progenitores eritrides).
Analisaram também a proliferacdo e diferenciacdo de longo prazo induzida por
citocinas, e viram que diferentes subpopulacdes apresentam diferentes (125-131)
capacidades de proliferacdo, e que a subpopulacdo CD34+CD45RA°CD71° teve os
melhores resultados em termos de cultivo de longo prazo, fato que a aproxima da

definicdo de CTH progenitora multipotente (132).

Além da caracterizacdo de tais antigenos de superficie, o estudo de
Carvalho J.M. et al. (2009) identificou ainda outro antigeno associado ao
CD34+/CD38-, a presenca em baixa quantidade do antigeno Rodamina -123 (Rh-
123), que normalmente se acumula nas células mais maduras. Como nas CTH
primitivas o numero de mitocondrias € menor refletindo o seu menor ritmo
metabdlico, nessas células existe pouco Rh-123 acumulado. Esse estudo revelou
que o Rh-123 estd presente em baixas concentracdes nas regides citométricas

correspondentes as células menos diferenciadas (133).

A funcao de auto-renovacgédo e diferenciagdo das CTH imaturas é regulada
por fatores solUveis e fatores presentes no nicho medular. Ja sdo conhecidas
citocinas com potencial excitatorio (IL-11, IL-12, IL-6, IL-1) e inibitério (IFN, TGF-().
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Fatores de crescimento aumentam ndo apenas a proporcionalidade de precursores
hematopoiéticos, mas também seu namero absoluto em diversas vezes os valores
basais(134).

Além de sua funcdo primordial hematopoiética, o antigeno CD34 é
expresso em diferentes tipos celulares como, por exemplo, células endoteliais
capilares, tumores de origem epitelial, fibroblastos, células multipotentes

mesenquimais estromais e células dendriticas (135).

As caracteristicas das populacbes de células CD34+ assim como de
outras populagbes, como subpopulagbes de linfocitos, células NK e células
dendriticas, variam conforme a origem do enxerto: Chevalier P. et al. (2013)
caracterizaram imunofenotipicamente as diferentes populacdes celulares presentes
em diferentes fontes de CTH tais como sangue periférico, corddo umbilical e medula
0ssea, 0 que pode explicar a diferenca nos desfechos associados a essas
caracteristicas (136).

Champlin R. et al. (1995) (137) caracterizaram o perfil imunofenotipico de
CTH primitivas no sangue periférico apés mobilizacdo com o uso de G-CSF (Fator
de crescimento de granulécitos) em pacientes submetidos a coleta de CTH de
sangue periférico. Nesse estudo, observou-se uma multiplicacdo ndo apenas das
células CD34+ apos o uso do fator de crescimento, como também das populagbes
CD34+Thy-1™ (Thy também denominado de CD90) e CD34+Thy-19"CD38- na
ordem de dezesseis a vinte e quatro vezes o0 numero inicial. Aléem disso, o
percentual dessas duas populacdes primitivas aumentou com relacdo ao numero
total de CD34 positivas, o que sugere um efeito de "periferalizacdo” do G-CSF nas
populacdes de CTH primitivas. Interessante observar nesse estudo que o numero
médio de células CTH primitivas por quilograma do receptor foi 3,3 x 10° para as
CD34+Thy-19™ e 0,2 x 10° para CD34+Thy-19"CD38-, significando que as
populacbes de células provavelmente comprometidas diretamente com a
hematopoiese real sdo aproximadamente dez a cinqlenta por cento do numero total
de CD34 positivos calculados na coleta de CTH do sangue periférico, 0 que pode
explicar a razdo da existéncia de pega neutrofilica e plaquetaria normais em
pacientes que receberam quantidades de CD34 inferiores ao nimero minimo de 2 x

10° CD34/Kg, ja que nesses casos existe um aumento ndo apenas absoluto mas de
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proporcao dos precursores primitivos relacionados com a hematopoiese real no
enxerto com relacdo ao numero total de CD34 positivas. Nesse estudo, os enxertos
foram criopreservados em freezer de congelamento controlado, e foi medida a
viabilidade das populacdes linfocitarias assim como das CTH primitivas. Nao foi
encontrada reducdo anormal de alguma populacéo linfocitaria especifica, o que vai
contra algumas suposicdes de que enxertos de sangue periférico congelados estéo
associados a reducao na taxa de Doenca do Enxerto Versus Hospedeiro pelo efeito

da citotoxicidade causada pela exposicdo a baixas temperaturas.

Desde o inicio do uso da quantificacdo das CTH pela marcacdo de CD34
no inicio do século 21, existem cada vez mais evidéncias de que a simples
quantificacdo da populacédo de células CD34 + ndo € um bom preditor para a pega
hematopoiética, e posteriormente os demais desfechos do TCTH como veremos nos
capitulos a seguir. A definicdo de uma populacao primitiva de células com fungéo de
célula tronco multipotente capazes de restituicdo de longo prazo da hematopoiese
torna-se cada vez mais necessaria para que se possa melhorar o valor preditivo da
quantificacdo de CTH nos TCTH (138, 139). Fasan O. (2014) também chama a
atencao desse aspecto (140).

2.2 - ESTRUTURA E FUNCAQ DAS CTH CD34 POSITIVAS

A proteina CD34 é uma fosfoglicoproteina transmembrana, inicialmente
identificada em 1984 em populagfes de células tronco hematopoiéticas, com o peso
molecular de aproximadamente 115 KDa, e possui um dominio extracelular
intensamente sialico além de conter sitios glicosilados. O gene do CD34 encontra-se
no bragco longo do cromossoma um, uma regido contendo inumeros outros

codificadores de moléculas de adeséo e sinalizacao intercelular (141, 142).

Apesar de a estrutura molecular do CD34 ser bastante conhecida, pouco
se sabe sobre as suas funcdes (143). Estudos especificos para essa populacdo
celular sugerem fungcdo de cito adesao celular e regulacdo da proliferagcdo e
diferenciacdo celulares. Como linfécitos que apresentam na sua superficie L-

selectina e se ligam a moléculas CD34 nas superficies endoteliais, presume-se que
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as CTH CD34 + possuam funcao adicional de homing de CTH a determinados

nichos especificos na medula 6ssea (144, 145).

2.3 - CTH E RESULTADOS CLINICOS

Na pratica clinica, a expressdo de CD34 nas CTH esta associada a
precocidade da pega leucocitéria e plaquetaria. Ha ainda controvérsia na dose
adequada de CTH CD34 + que devem ser transplantadas para que haja associacao
com rapidez na reconstituicdo hematopoiética assim como na reducéo de eventos
infecciosos e morbimortalidade do TCTH. Enquanto poucos estudos ndo conseguem
detectar beneficio entre um maior nimero de CTH CD34 + reducao do tempo para a
pega hematopoiética, taxa de infeccbes pés TCTH autdlogo e mortalidade
relacionada ao procedimento (146), a maioria dos estudos € capaz de demonstrar
que existe correlacdo direta entre o nimero de CTH CD34 + e eventos clinicos
satisfatorios, sobretudo no contexto do TCTH alogénico, como reducdo de

morbimortalidade em geral (147-158).

Além do numero puro de CTH CD34 +, outro fator que tem se tornado
importante no contexto do TCTH é a qualidade do enxerto em termos de populacdes
especificas de CTH infundidas (159). Sabe-se que, dependendo da fonte de CTH e
do tipo de mobilizacdo celular, podemos ter ndo apenas quantidades diferentes de
CTH, mas também selecionar populacbes especificas de CTH com capacidades

diferentes de proliferacao e diferenciacao (160, 161).

Embora na maioria das vezes usado como uUnico marcador das CTH, a
deteccdo do CD34 na medula 6ssea ou sangue periférico representa uma populacao
heterogénea de células com variaveis potenciais progenitoras. As CTH com maior
potencial progenitor dentro da populacao total de células CD34 + (162) sdo aquelas
gue possuem também os marcadores citoplasmaticos CD45, CD133 (163), auséncia
de CD38 (26, 164) e CFU-GM (165, 166).

Segundo Beksac M. e Preffer F. (2012) (167), as seguintes populacdes de

CTH progenitoras ja foram identificadas e muitas delas ja correlacionadas com pega
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neutrofilica e plaquetaria: CD34 presentes em 1/200 células da medula 6ssea, dose
celular recomendada para TCTH de 2 a 8 x 10°Kg de peso do receptor e com
correlacdo positiva para pega neutrofilica e plaquetaria; células CD34+/CD38-
presentes em 1/1000 das células da medula 6ssea com dose celular recomendada
desconhecida e correlacdo positiva com pega plaquetaria e neutrofilica; células
CD34+/CD90+ presentes em 1/1000 células da medula éssea com dose celular
recomendada de 25 a 80 x 10*Kg e com correlagdo positiva documentada para
pega neutrofilica e plaquetaria; células CD34+/CD110+ com correlacéo positiva para
pega plaquetaria; células CD34 negativas/low presentes em 1/24000 das células
medulares e dose celular assim como correlagdo com pega desconhecidos; células
CD133 + com resultados semelhantes aqueles do grupo das células CD34+; células
CD34+/CD133+ com prevaléncia medular e dose recomendada desconhecidos, mas
com correlagdo positiva com pega hematopoiética (163, 168-170); células SSC
low/LDH bright com prevaléncia de 1,2% na medula 6ssea e dose recomendada de

5a 7 x 10°/Kg, com correlacdo positiva com pega neutrofilica e plaquetaria (171).

Prabhash K. et al. (2010) (172) demonstraram uma correlacao positiva entre a
presenca do marcador CD26 na superficie de linfomondcitos e neutréfilos com pega
hematopoiética precoce no contexto do TCTH. No contexto do TCTH autélogo, a
presenca de células CD34+/CD110+ (receptor de trombopoetina) foi correlacionada
positivamente com precocidade na pega plaquetaria (173). Outro estudo avaliou as
células CD34+/CD38- e aquelas CD34+/CD61+ (linhagem comprometida) com a
pega plaquetaria, encontrando novamente correlagdo positiva da imaturidade das

CTH com a pega precoce de plaquetas (32).

Chevallier P. et al. (2013) demonstraram diferencas de quantidade e também
de qualidade e funcionalidade entre CTH coletadas de diferentes fontes como por
exemplo CTH coletadas apds mobilizacdo com fator de crescimento, CTH coletadas
por leucocitaférese, medula éssea e corddo umbilical (174). Um estudo em TCTH
autdlogo envolvendo pacientes portadores de Mieloma Mdultiplo detectou uma
selecdo de CTH mais imaturas nos pacientes que usaram plerixafor (175) na
mobilizacdo para coleta por aférese (176). Alexander E.T. et al. (2011)
demonstraram resultados semelhantes em CTH mobilizadas com plerixafor
comparadas com fator de crescimento (20). Nessa mesma linha, sabe-se que o

potencial progenitor das CTH é preservado nos pacientes bons mobilizadores
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quando comparados com aqueles de dificil mobilizacdo (160). Na tentativa de
detectar novos e confiaveis marcadores de CTH progenitoras, outro estudo utilizou a
deteccdo de células lactato desidrogenase (LDH) bright que também marcavam
CD34 e eram negativas para CD38. A presenca de células LDH bright correlacionou-
se com a precocidade na pega de neutréfilos e plaguetas no contexto de TCTH
autologo (171, 177). Por outro lado, CTH criopreservadas e frescas possuem

semelhantes capacidades de proliferacéo e diferenciacéo (24, 178-180).

3- METODOS DE DETECCAOQ DAS CTH POR CITOMETRIA DE FLUXO

Durante muitos anos, a contagem das células mononucleares totais presentes
no produto de coleta da medula éssea representou a medida padrdo relacionada
diretamente com a capacidade de recuperagcdo hematopoiética e
consequentemente, um preditor da morbimortalidade relacionada ao transplante
(11). Porém tal medida mostrou-se pouco eficaz devido a pobre correlacéo entre o
namero de células mononucleares e a quantidade de CTH de sangue periférico
CD34 positivas presentes no produto de coleta (181-186).

Os ensaios clonogénicos dos progenitores hematopoiéticos tais como as
unidades formadoras de colbénias de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) foram
utilizados como marcadores da reconstituicio hematopoiética. Porém, tais ensaios
requerem 10 a 14 dias de cultivo para a leitura final, tornando-se, portanto inuteis na
pratica clinica onde resultados da quantidade de CD34 s&o necessarios em no
maximo 24 horas para definir o momento exato da coleta de CTH periféricas, assim
como para decidir a necessidade de novas coletas nos casos de coletas
numericamente insuficientes. Além disso, os ensaios clonogénicos sdo de dificil
padronizacdo devido ao grande numero de varidveis envolvidas no procedimento
(187).

Somente de um a trés por cento das ceélulas presentes na medula 6ssea
expressam o antigeno de superficie CD34 e sédo capazes de reconstituir em longo
prazo a hematopoiese multilinear apds ablacdo da medula 6ssea. Apesar de nédo

representar um antigeno de superficie celular exclusivo das células progenitoras
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hematopoiéticas responsaveis pela reconstituicio hematopoiética de longo-prazo, o
CD34 é o unico antigeno de superficie cuja expressdo € restrita a maioria das
células tronco hematopoiéticas primitivas e as células hematopoiéticas progenitoras

de multilinhagem.

A técnica de citometria de fluxo (CF) constitui-se, na atualidade, um dos
principais métodos para identificagdo das CTH e suas subpopulac¢des, tendo como
vantagens a rapidez na sua execucdo, a confiabilidade e reprodutibilidade dos
resultados. As desvantagens principais sdo o elevado custo e a dependéncia do
observador, mas o0s protocolos existentes e o pessoal treinado e qualificado

sobrepujam esse Ultimo viés.

O principio da CF baseia-se na deteccédo do antigeno de superficie CD34
e € realizada com o uso de anticorpos monoclonais anti-CD34. Existem mais de
trinta subtipos de anticorpos anti-CD34 especificos para diferentes epitopos
antigénicos, e eles apresentam variagcbes de sensibilidade e especificidade nos
métodos de deteccdo. Anticorpos da classe Ill, como o representante 8G12 sao
muito especificos para as regides glicadas da proteina e, portanto, sdo muito usados

nos protocolos de citometria de fluxo e imunofluorescéncia.

A CF propicia a analise das CTH de duas formas: a andlise citométrica
pura com base nos parametros SSC (Side Scatter) e FSC (Forward Scatter) e a
analise por imunofenotipagem através dos anticorpos marcados contra 0s antigenos

de superficie ja comentados anteriormente (144, 188-194).

A analise pelos parametros citométricos oferece-nos a classificacdo das
CTH de acordo com o seu tamanho (FSC) e a granularidade citoplasmatica
diretamente relacionada a complexidade celular (SSC). As CTH de baixa
complexidade apresentam escassa granularidade citoplasmatica e, portanto, sao
SSC baixas ou low, e como apresentam abundancia do antigeno CD34 na
superficie, sdo denominadas também de bright. As CTH de maior complexidade tém
mais granularidade citoplasmatica, e como apresentam menor expressao de CD34

na sua superficie, também sdo denominadas de dim (40, 195-199).

7 bY

A andlise imunofenotipica € complementar a andlise citométrica e

apresenta maior grau de sensibilidade e capacidade de detectar diferentes espécies
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de CTH com base na expressao de outros antigenos de superficie. Porém, essa
analise apresenta custo elevado pelo fato de usar anticorpos monoclonais. Portanto,
na grande maioria dos servicos que realizam TCTH, ainda se utiliza como marcador
apenas a quantidade de CD34 total da amostra. Em alguns centros, € realizada uma
analise mais depurada, usando-se as caracteristicas citométricas de complexidade
celular acima descritas na tentativa de estabelecer uma correlacdo mais especifica

entre o tipo celular, a sua funcionalidade e os resultados clinicos (200-205).

Do ponto de vista historico da CF (206), em 1989, Sienna et al. propuseram a
quantificacdo de células CD34 pela citometria de fluxo como marcadoras da
capacidade regenerativa da medula déssea apds terapéutica mieloablativa em
transplantes de medula que envolviam CTH de sangue periférico, ja que tal técnica
poderia fornecer resultados satisfatorios em poucos horas. Além disso, alguns
investigadores demonstraram uma correlacao positiva entre a quantidade de CD34 e
0s ensaios clonogénicos dos progenitores hematopoiéticos (207, 208).

Um problema importante até meados da década de 90 foi a falta de
padronizacdo na técnica de CF com respeito a mensuracéo das células CD34. Esse
problema surgiu devido ndo s6 a utilizacdo de anticorpos anti-CD34 com
sensibilidades diferentes, mas também devido a diferentes técnicas de preparo da
amostra e interferéncia de fatores tais como hemacias e plaquetas, agregados

plaquetérios e debris celulares inespecificos.

Em 1995 foi criado um comité de estudo de enumeracao das células tronco
pertencente & Sociedade Internacional de Hemoterapia e Engenharia de Enxerto
(International Society of Hematotherapy and Graft Engineering ou ISHAGE) com a
tarefa de estabelecer e validar os métodos de CF para quantificar células CD34 em
sangue periférico e produtos de leucocitaférese (209-212). O manuscrito original
previa alguns critérios: simplicidade, proporcionando aplicabilidade universal, alta
sensibilidade jA que células CD34 constituem eventos raros, acuracia, a fim de
proporcionar resultados clinicos relevantes, reprodutibilidade e rapidez, para garantir

resultados em tempo satisfatorio (213, 214).

Assim, foi selecionado um ensaio padrdo que usava sangue periférico total ou

produtos de aférese, disponivel comercialmente. Esse ensaio consistia de anticorpos
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monoclonais conjugados a um fluorocromo, coloracdo e substancia lisante
padronizada, uma estratégia de janela Unica utilizando dispersdo luminosa, uma
combinacdo de anticorpos monoclonais pan-CD45 conjugados com FITC
(Fluorescein Isocyanate) e pan-CD34 conjugados com PE (Phycoeritrin) para
identificar com elevada sensibilidade o cluster de células progenitoras
hematopoiéticas e um namero minimo de eventos de cem CD34 e setenta e cinco
mil CD45, amostras replicadas e um numero absoluto de leucécitos obtido de um
contador hematolégico automatico, fazendo de tal analise um ensaio de dupla-

plataforma.

Atualmente, existem diferentes metodologias oriundas do protocolo original do
ISHAGE, como a ProCOUNT and STELLer de plataforma dnica (215), as
metodologias de plataforma-dupla como a ISHAGE original, Millan-Mulhouse
(modificada da técnica pioneira de Sienna), o ensaio Nérdico (modificada do ensaio
de Millan-Mulhouse) e o0 método de SIHON (proposto pela sociedade Holandesa de
imunofenotipagem em Hemato-Oncologia) (216, 217). Com relacdo aos ensaios de
plataforma Unica, foram desenvolvidas diferentes técnicas, sendo uma delas uma
modificacdo do protocolo desenvolvido pela ISHAGE. Todos esses ensaios
produziram contagens absolutas de CD34 diretamente a partir de uma Unica andlise
de CF, sem a necessidade de um segundo instrumento de contagem automatica de
células. Dois desses ensaios dependem da medida de volume celular e os outros se

baseiam no uso de concentracdes conhecidas de “counting beads” (218-220).

Comparadas aos métodos de plataforma dupla, as técnicas de plataforma
Unica representam ndo sé uma diminuicdo no trabalho do processamento como
também oferecem uma maior capacidade de padronizacdo da técnica pelas
seguintes caracteristicas: evita a necessidade de um segundo instrumento de
analise automatizada para calcular as contagens absolutas; e evita os fatores de
interferéncia nas baixas contagens de CD34 vistos nas plataformas duplas como os

processos de diluicdo da amostra antes dos testes (221-226).

Através de um esforco internacional de padronizacdo das técnicas em vigor,
foram feitas recomendacdes recentes tais como: 0 uso de corantes de acidos
nucléicos vitais a fim de determinar debris celulares inapropriados, plaguetas e

hemacias das amostras, ou 0 uso do 7-aminoactinomicina D (7-AAD) para excluir
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células apoptoticas ndo viaveis durante a fase de aquisicdo (227, 228). Além disso,
recomenda-se a inclusdo de CD45"™ e CD45"™" na contagem da populacéo global
até que a contribuicdo do CD45%™ na recuperacdo hematopoiética a curto e longo
prazo seja bem determinada. Com relacdo a CD45%™ e CD45”"9" a populagdo
“bright” representa as mais primitivas e expressa CD90, CD133 e auséncia de CD38
(229-233). Essa populacdo representa o cerne da atividade de CTH multipotentes,
toda a atividade de repopulacdo de longo prazo e capacidade de repopulacéo
hematopoiética em camundongos SCID (Imunodeficiéncia Severa Combinada).
Além disso, estudos usando subpopulacées de CTH purificadas para Lyn-, CD34+,
CD90+ mostraram recuperacdo hematoldgica rapida e sustentada com quantidades
tdo reduzidas quanto 8 x 10°Kg de peso do receptor (234). Outras medidas
recomendadas recentemente para a padronizacdo da técnica de imunofenotipagem
por citometria de fluxo sdo a omissdo do corante de controle considerado
redundante, técnica de janela sequencial para separar os precursores CD34 das
células irrelevantes com base nas propriedades destas Ultimas, como baixa

expressdo de CD45 e baixa intensidade de sinal na luz lateral (SSC) (235-238).
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4 - O TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS (TCTH)

O TCTH visa de uma forma geral, substituir a hematopoiese doente por
outra nova, sem a presenca do clone que originou a doenca de base. Para que iSso
ocorra, € necessario ter uma fonte de CTH capaz de ndo s6 gerar uma nova

hematopoiese como também eliminar a medula 6ssea original (239-243).

4.1- CARACTERISTICAS DOS TCTH

O TCTH atualmente teve sua indicacdo ampliada para um numero grande
de doencas ndo apenas onco-hematolégicas (244-251), mas também
imunodeficiéncias, erros inatos do metabolismo e outras doencas ndo hematolégicas
como, por exemplo, a esclerose multipla (252, 253). As CTH podem ser oriundas do
proprio paciente (TCTH autdlogo), de um doador idéntico com relacdo ao complexo
génico denominado antigeno leucocitario humano (HLA-idéntico) relacionado (irméo
ou familiar pr6ximo), de um doador HLA-idéntico ndo aparentado (doador de fora da
familia) ou de um gémeo idéntico (TCTH singénico). As fontes de CTH sdo medula

0ssea, corddo umbilical e CTH periféricas (254).

4.2- DIFERENCAS ENTRE TCTH AUTOLOGO E ALOGENICO

Além da diferenca fundamental na fonte de CTH, os TCTH autélogos
diferenciam-se dos TCTH alogénicos pelas maiores taxas de recidiva das doencas
de base, ja que usam muitas vezes CTH contaminadas com células doentes
residuais, e o TCTH alogénico usa doador sadio como fonte de CTH, portanto
apresentando menor chance de recidiva da doenca de base. Outra diferenca entre
as duas principais modalidades de TCTH (aut6logo e alogénico) baseia-se na fonte
de CTH do primeiro que, praticamente em todos os casos, sao usadas as CTH

periféricas mobilizadas, enquanto que, no segundo caso, apesar de também se usar
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fonte de sangue periférico, a fonte ainda mais usada € a medula 6ssea. Isso significa
que os TCTH oriundos de CTH periféricas sdo coletados por leucocitaférese e
proporcionam um numero significativamente maior de CTH, enquanto que nas
coletas de CTH da medula 6ssea, o numero de CTH aproxima-se, na maioria das
vezes, dos 2 x 10° CD34/Kg preconizados como minimo para um TCTH sem
prejuizo em termos de morbimortalidade associada ao nimero de CTH.

4.3- EASES DO TCTH AUTOLOGO

O TCTH autblogo € dividido nas fases de mobilizacdo, coleta das CTH
periféricas, congelamento das CTH, condicionamento, infusdo das CTHP e periodo

de recuperacdo hematopoiética apos a infusao (255).

A mobilizac&o consiste na utilizacdo de fatores de crescimento de colénias de
granulécitos (G-CSF) para a obtencdo das CTH. Sabe-se que as CTH CD34
positivas sao encontradas raramente no sangue periférico de individuos normais e
em quantidades muito baixas, 0.01% a 0.1%, segundo consenso internacional. A
mobilizacdo esta diretamente relacionada ao conceito de nicho medular. As CTH
residem dentro de nichos medulares especificos e ficam ancoradas por proteinas
adesivas e sinalizatorias que guiam todo o processo de quiescéncia, proliferacdo e
auto-renovacao. O fator de crescimento produz alteragcbes na composicdo dos
nichos, incluindo uma regulacdo negativa das moléculas de adesdo e quimiocinas
(256). Apd6s a mobilizacdo com fatores de crescimento, as células CD34 sé&o
detectadas mais frequentemente numa monta que varia de 0.1% a 8.0% no sangue
periférico ou no produto de coleta por leucocitaférese. Portanto, dessa forma é
possivel coletar essas CTH através da maquina de leucocitaférese. A coleta consiste
na separacdo das CTH do restante dos componentes sanguineos por gradiente de
densidade e forga centrifuga utilizando-se a maquina de leucocitaférese (257-272).

O congelamento das CTH é necessario pois a viabilidade em temperatura
ambiente das CTH é de cerca de 72 horas. Como existe um intervalo de tempo de
aproximadamente 8 dias pelo menos entre a coleta e a infusdo, é necessério

congelar o material coletado. E feito em freezer -80°C, e, para que as CTH n&o
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sejam prejudicadas pelo frio intenso, sdo usadas substancias crioprotetoras como o
Dimetilsulfoxido (DMSO), albumina e o Hidroxietilamido (HES) em concentracdes

dependentes dos protocolos de congelamento de cada servico.

O condicionamento é a realizacdo de quimioterapia no paciente em doses
elevadas com o objetivo de eliminar clones doentes residuais para que haja espaco

para o estabelecimento de uma nova hematopoiese.

A infusdo das CTH acontece apds o término do condicionamento, e as
CTH sao descongeladas em banho-maria até a temperatura de 37°C antes de serem

infundidas no receptor.

O periodo da recuperacdo hematopoiética apos a infusdo das CTH
compreende os dias seguintes a infusdo quando ocorre o homing das CTH e o inicio
da nova hematopoiese. Pega é definida como o surgimento no sangue periférico das
novas células oriundas da hematopoiese. A precocidade da pega esta diretamente
relacionada a reducdo de transfusdes, complicacbes infecciosas, tempo de
hospitalizacdo, doenca do enxerto-versus-hospedeiro (no caso do TCTH alogénico),

reducdo da taxa de mortalidade e aumento da sobrevida geral apés o TCTH.

4.4- RECUPERACAO HEMATOPOIETICA

As variaveis que podem influenciar na pega podem ser divididas naquelas
relacionadas ao receptor, ao doador, ao enxerto e naquelas relacionadas as

complicac@es intrinsecas do periodo apds a infusdo das CTH.

As variaveis relacionadas ao receptor compreendem a idade (273), o status
da doenca no momento do TCTH (274, 275), o nUmero e os tipos de tratamentos
prévios ao TCTH (276).

As variaveis relacionadas ao doador compreendem fatores possivelmente
genéticos e intrinsecos do individuo. A idade do doador ndo influencia na quantidade
e na qualidade de CTH coletadas por aférese (277). Talvez isso possa ser explicado

pelo fato de que a leucocitaférese € capaz de fornecer elevadas quantidades de
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CTH(278, 279). Ja no contexto das CTH de medula 6ssea, existem hipéteses de que
idade avancada do doador esta associada com menor quantidade de CTH
progenitoras, menor potencial progenitor e subpopulacbes de CTH diferenciadas
(280-284).

As variaveis relacionadas ao enxerto compreendem aquelas que ja foram
discutidas anteriormente. Em alguns casos, onde o niamero de CTH infundido foi
realizado em quantidades preconizadas e 0s pacientes apresentaram pega
retardada, o numero de células nucleadas e granuldcitos no enxerto foi associado
com o atraso na pega. A explicacdo para tal fenébmeno foi a de que os granulécitos
contaminantes podem liberar elastase, metaloproteinase-9, interleucina 1-f e
interleucina-6; todas elas envolvidas no homing das CTH (285). Outros fatores como
radioterapia prévia correlacionaram-se significativamente com o atraso na pega
plaguetaria (276). A perda de viabilidade das CTH CD34 positivas ap0s o
descongelamento pode interferir na pega caso haja uma perda significativa (19).
Com relacao a viabilidade e ao congelamento, concentracdes menores de DMSO de
7,5% quando comparadas com DMSO 10% foram associadas a uma recuperacao

hematopoiética melhor (286, 287).

As variaveis relacionadas as complicacdes do periodo apos a infusdo das
CTH compreendem a presenca de infec¢des bacterianas (288), virais, como aquelas
causadas pelos virus da familia Herpes como o citomegalovirus (289), infeccbes
fungicas(290), doenca do enxerto-versus-hospedeiro no caso dos TCTH alogénicos,
medicamentos mielotdéxicos como as sulfas e antivirais como o ganciclovir entre

outros.
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5- CRIOBIOLOGIA

Nos dUltimos quarenta anos, tém sido estudadas as possibilidades de
congelamento de componentes sanguineos para tratar militares feridos e aqueles
expostos a radiacdo. Inicialmente o sangue total foi congelado com HES em freezers
de nitrogénio liquido, porém, devido aos pobres resultados, essa técnica foi
rapidamente abandonada. Entretanto, o congelamento de hemocomponentes em
separado (heméacias, plaquetas, plasma e CTH foi obtido com sucesso. Smith A.U.
et al. (1950) iniciaram o congelamento de hemécias com glicerol em temperaturas
de -80°C.

No transplante aut6logo, a criopreservacdo e a estocagem das CTHs sao
necessarias para utilizacdo apos a terapia de condicionamento com quimioterapia
em altas doses. Assim, o conhecimento dos mecanismos fisico-quimicos que
ocorrem durante o congelamento e descongelamento € de suma importancia para se

manter a estrutura e a integridade funcional das células e tecidos congelados.

Atualmente, a criopreservacdo € um método que permite a preservacao de
células vivas e tecidos funcionais para pesquisas cientificas ou aplicacbes médicas e
industriais, como transfusdo sanguinea, transplante de medula éssea, inseminacao
artificial, fertilizacdo in vitro, armazenamento de alimentos, entre outros. O
metabolismo de células vivas diminui drasticamente em baixas temperaturas, um
fato que permite a preservacdo de ceélulas e tecidos no longo prazo. A maioria das
células dos mamiferos € sensivel a hipotermia; mudancas no metabolismo celular

induzidas por temperatura afetam fortemente sua atividade e viabilidade (291).

A literatura demonstra uma contradicdo aparente entre o processo de
criopreservacdo, ideal para o armazenamento de células, e os danos por ele

causados, ou seja, a formacéao de gelo intracelular e extracelular (292).

O estresse térmico de amostras induzido durante o processo de
congelamento tem sido proposto como uma deformacéo elastica das células, o que
pode causar danos na estrutura fisica e mecanica da membrana plasmatica,

produzindo deformacdes permanentes (293).
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5.1- FISIOPATOLOGIA DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELAS BAIXAS

TEMPERATURAS

Os danos observados em congelamento de tecidos biol6gicos podem ser
causados pela taxa de resfriamento da amostra, pela taxa de descongelamento,
temperatura minima alcancada durante o processo, numero de ciclos congelamento-
descongelamento e a presenca de crioprotetores. Os mecanismos de crio destruicao
de amostras biolégicas podem ser separados em dois grupos: a primeira fase,
chamada fase de transicdo, esta relacionada ao resfriamento da amostra, que é a
passagem da temperatura ambiente, positiva, para as temperaturas negativas. A
segunda fase refere-se aos danos relacionados ao processo de congelamento
propriamente dito. Dentre os mecanismos de danos fisicos, citam-se a transferéncia
de calor e massa e o equilibrio quimico entre as solugcbes intra e extracelular. A
interacdo mecanica entre cristais de gelo e células esta relacionada ao processo de

destruicdo celular durante a fase de transi¢ao (190).

A formacdo de gelo extracelular induz a numerosas alteracfes fisicas e
quimicas. O dano celular esta relacionado a natureza e a cinética da resposta celular
frente ao decaimento da temperatura. Quando uma suspensao celular é refrigerada
abaixo do seu ponto de congelamento, a agua € removida da solucdo na forma de
gelo, aumentando a concentragcdo de solutos, que permanecem na fracdo nao
congelada, aumentando a pressdo osmotica da solucdo restante (294). O gradiente
resultante da pressdo osmotica do outro lado da membrana plasmatica fornece a
forca condutora para um efluxo de agua das células, sendo que a taxa de efluxo é
limitada pela permeabilidade da membrana plasmatica a agua. Com a diminui¢céo da
temperatura, hd maior formacéo de gelo, e a concentracdo de solutos na fracdo néo
congelada aumenta. Se a taxa de resfriamento é suficientemente lenta para permitir
que as células fiqguem proximas do ponto de equilibrio osmético, entdo o efluxo de
agua ira continuar em baixas temperaturas (295). Em taxas de resfriamento altas o
suficiente para causar afastamento significante do ponto de equilibrio osmético,

onde a cinética de formacao de gelo no meio extracelular € muito mais rapida do que
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a cinética do efluxo da 4gua da célula, pode ocorrer congelamento intracelular, o que
guase sempre esta associado aos danos letais observados. Os danos provocados
pelo congelamento intracelular estdo relacionados a formacéo, recristalizacdo e
liquefacdo do gelo intracelular (296, 297). Associados a estes ultimos, os danos a
membrana plasmatica sdo os mais estudados, e talvez a mais importante forma de

dano celular causada por congelamento e desidratag&o (298).

As membranas das células geralmente sdo afetadas durante os processos de
congelamento e descongelamento, sendo a ruptura da membrana plasmatica um
dos indicadores mais comumente utilizados para se identificar processos de morte
celular (299).

Entre os fatores que afetam a eficacia da criopreservacdo, destacam-se a
concentracdo do crioprotetor, a velocidade do congelamento e a concentracao
celular (300).

5.2 - CRIOPROTETORES

O estabelecimento de técnicas de criopreservacao requer o desenvolvimento
de protocolos de adicdo e retirada dos agentes crioprotetores, com o0 objetivo de
minimizar danos relativos a osmose. O delineamento de um protocolo de
criopreservacao otimizado deve levar em consideracédo a sequiéncia de eventos que
ocorrem durante a criopreservacao. Inicialmente, as células entram em contato com
o crioprotetor, e, nesta etapa, podem ocorrer danos relativos a toxicidade do agente

crioprotetor (téxico a temperatura ambiente) e a alta osmolaridade do meio externo.

Células tronco hematopoiéticas tém sido congeladas com eficacia com um
dos trés protocolos conhecidos e estudados, quais sejam: CTH aditivadas com
DMSO 10% com HES e Albumina ou plasma humano a uma taxa de congelamento
ideal de 1C por minuto usando-se nitrogénio liquido ou freezers de congelamento
controlado e estocadas em nitrogénio liquido; a segunda técnica envolve as CTH
aditivadas com DMSO 10% com HES ou plasma humano seguido de congelamento

em freezer mecénico a -80°C por um dia e apés estocadas em nitrogénio liquido e,
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finalmente, a terceira técnica utiliza DMSO 10% com HES 6% diluidos numa solucéo
eletrolitica ou com albumina 1% e congeladas em freezer mecénico a -80°C (301).
Apesar desses trés métodos inicialmente propostos, ndo existe, na literatura, um
meétodo padréo e, em decorréncia disso, em diferentes centros do mundo, existem

inUmeros protocolos de criopreservacao.

O DMSO é uma molécula anfipatica com um dominio polarizado e dois grupos
apolares, tornando-a dessa forma, solivel em meios organicos e aquosos. Além
disso, é um solvente muito eficiente e causa ruptura de cadeias de hidrogénio com
facilidade. As suas propriedades foram descobertas na década de 1960, porém
apenas em 1978 foi aprovado pelo Federal Drug and Food Administration (FDA)
para ser usado no tratamento da cistite intersticial. Também ja foi usado com
sucesso no tratamento de edema cerebral, enfermidades musculoesqueléticas,
adenocarcinoma pulmonar, doencas reumatologicas, prostatite cronica, doencas

dermatoldgicas, esquizofrenia e como analgésico topico.

Pela inexisténcia de um protocolo de criopreservacéo definidamente superior,
o DMSO tem sido usado de diferentes formas em diferentes centros
transplantadores. Um estudo do European Bone Marrow Transplantation Group
(EBMT) analisou aspectos multicéntricos do DMSO. Foi observada uma incidéncia
de cinquenta por cento de nausea e vomito, e foi atribuida uma resposta vagal
secundaria a infusdo de liquido frio endovenoso. Um total de 444 centros
transplantadores foram entrevistados em 2003. Respostas vieram de 97 desses
centros, ndo sendo observado consenso na concentracdo celular, sendo que as
concentracdes mais comuns usaram 1 x 10° seguido de 2 x 10%. A dose méaxima
diaria de DMSO dada ao paciente variou de 80 gramas a 20 gramas e 0s sintomas
adversos mais comuns observados foram: cardiovasculares, respiratorios, sistema
nervoso central e renal. A incidéncia de efeitos adversos ao DMSO esteve
relacionada a sua concentracdo e centros que usaram 10% relataram maior
incidéncia de efeitos adversos do que 0s centros que usaram concentracdes

menores ou lavagem do crioprotetor antes da infusdo (302).

Foi relatado que o DMSO é capaz de produzir efeitos adversos quando
administrado em protocolos clinicos, sendo um mecanismo sugerido a liberacdo da

histamina e desgranulacdo de mastocitos. Existem relatos de caso sugerindo que as
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reacOes anafilaticas, em especial ocorridas nas infusdes de enxerto, sejam
explicadas pela desgranulacdo mastocitaria induzida pelo DMSO (303). Os
principais para-efeitos relacionados ao DMSO s&o: diarréia, nausea, vOmitos,
reacoes anafilaticas, broncoespasmo, insuficiéncia renal, hipertensdo arterial
sistémica, hemoglobinuria, hemolise, bradicardia, arritmias e parada cardiaca (304,
305).

Existem evidéncias de que a viabilidade e recuperacdo hematopoiética podem
ser mantidas adequadas com concentracées menores que 5% de DMSO(306). O
estudo de Galmés A. et al.(2007) (307) demonstrou viabilidades e recuperagéo
hematopoiética semelhantes nos grupos que usaram DMSO 5% e DMSO 10%.

Os mesmos autores verificaram em outro estudo que CTH de sangue
periférico podem ser mantidas com viabilidades acima de 80% congeladas em
freezer mecénico com DMSO 5% como Unico crioprotetor por um periodo néo
superior a seis meses, a viabilidade comecando a diminuir progressivamente apos
essa data. Aqui, de novo, os desfechos foram semelhantes nas amostras
congeladas com DMSO 5% e DMSO 10% (308).

Halle et al. (2001) (309) e Curcoy et al. (2002) (310) investigaram 109
transplantes autélogos apds congelamento em freezer sem controle de temperatura
e criopreservados com albumina 1%, HES 2,5% e DMSO 3,5% e ndo encontraram
atraso na recuperacdo hematopoiética apesar de ter ocorrido uma reducédo razoavel

na recuperacao de células nucleadas, CD34+, CFU-GM e BFU-E.

Abrahamsem et al. (2002) (311) concluiram que CTH humanas
criopreservadas em DMSO 5% apresentaram significativamente menos apoptose
que as CTH congeladas com DMSO 10% com anexina sendo usada como marcador

de apoptose.

O mesmo grupo de pesquisa acima criopreservou amostras de CTH de
sangue periférico em concentracdes de DMSO de 2, 4, 5 e 10% em 20 pacientes. As
amostras foram armazenadas durante 20 semanas e a conclusdo foi que as
viabilidades foram semelhantes nas amostras de 4 e 5%, enquanto as amostras de
2% apresentaram reducdo da viabilidade das CTH CD34+, sendo concluido que
DMSO 5% é seguro para criopreservar CTH em freezer com controle de temperatura
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(312). Em outro estudo de Abrahamsen et al. (2002) (311) foi investigada a
viabilidade dos progenitores CFU-GM, CFU-E, CFU-GEMM nos grupos de amostras
congeladas por um ano com 5 e 10% DMSO por citometria de fluxo, sendo
demonstrada maior viabilidade e formacéao de colénias no grupo 5% do que no grupo
10%. Os mesmos autores observaram ainda que os resultados acima se repetiram
guando foram analisados os progenitores de longo termo (LTC-CFC, responsaveis
pela repopulacdo a longo termo da medula 6ssea apos transplante de medula
O0ssea) (313). Os autores desses estudos trabalham com DMSO 5% como
crioprotetor Unico desde 2003, mas alertam que a sobrevivéncia das CTH CD34+ é
dependente ndo apenas da concentracdo do DMSO como também da celularidade
da amostra. Demonstraram que, aumentando a celularidade para 3 x 108/ml,
ocorreu reducao na sobrevida das CTH CD34+, enquanto que no grupo DMSO 10%

ISSo n&o ocorreu (312).

Outro agente crioprotetor usado com frequéncia € o HES. Sua molécula ndo
penetra a membrana plasmatica como o DMSO, mas forma uma camada protetora
externa e previne a sua desidratacdo. O HES é uma molécula biodegradavel e é
eliminado pelos rins em 20 horas apds a sua aplicagdo. Em geral, € adicionado ao
DMSO, quando se usa concentragdo menor do mesmo (inferiores a concentracéo
usual de 10%) ou quando se trabalha com freezer sem temperatura controlada
(314).

Um terceiro componente da solucdo crioprotetora € o conteudo protéico.
Supde-se que sua importancia esta em modificar a viscosidade da solugéo
crioprotetora. Normalmente usa-se plasma do proprio paciente ou como substituicdo

solucéo de albumina 4%(314).

Sabemos que a populacdo de CTH CD34+ abrange uma multiplicidade de
CTH com diferentes funcbes entre elas aquelas com fungéo progenitora e aquelas
com funcéo precursora como foi visto no capitulo de CTH. O que ainda néo se sabe
€ qual a sensibilidade de cada uma dessas diferentes CTH a criopreservacao,
porém, ja se sabe que granuldcitos em geral apresentam elevadas taxas de morte
celular ligadas as técnicas de congelamento atuais, e que linfécitos conseguem
manter suas propriedades ndo sé quantitativas como qualitativas apos periodo de

congelamento (315). Com relagcdo as CTH, sabe-se que elas tém maior tolerancia a
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baixas temperaturas do que células mais maduras, e que sobrevivem bem quando
expostas ao frio intenso em protocolos de criopreservacdo. Um estudo feito por
Balint et al. (1999) analisou a resposta ao congelamento de populacdes de CD34
muito primitivas e progenitores mais maduros ja comprometidos com a linhagem
granulocitica, em que foi observado que as CTH muito primitivas sobreviveram
melhor ao congelamento quando expostas ao DMSO 10% e em freezers de controle
de temperatura. Aqui, supuseram que as CTH primitivas pudessem ter mecanismos
que diminuem a concentracao intracelular de DMSO e que, por isso, necessitam de
uma concentragdo maior do crioprotetor (316). Com uma conclusdo um pouco
diferente, dois outros estudos demonstraram perda de viabilidade sobretudo na
populacdo especifica de precursores comprometidos com a linhagem granulocitica
(CFU-GM) apos congelamento com altas concentragdes de células nucleadas, o que
sugere que precursores comprometidos tenham maior susceptibilidade a apoptose
induzida pelo frio do que as CTH progenitoras mais primitivas (317, 318).

5.3- CONGELAMENTO E TEMPERATURA

O desenvolvimento das técnicas de criopreservacdo evoluiram de
temperaturas iniciais de -196°C nos anos 80 para temperaturas de -80°C nos anos
90. Atualmente ainda se usa congelamento e armazenamento em nitrogénio liquido
a -196°C, porém tal método exige maiores recursos financeiros e operacionais,
sendo, portanto, menos difundida do que o congelamento no freezer mecéanico a -
80°C. Com relacdo ao nitrogénio liquido, recomenda-se usar o0 armazenamento na
fase de vapor, pois estudos demonstraram contaminagdo de agentes infecciosos

com a fase liquida do nitrogénio.

A taxa de congelamento € um dos principais fatores que influenciam a
viabilidade celular durante o processo de congelamento e descongelamento. Foi
realizado um estudo (319) em que cinco espécies diferentes de células foram
congeladas, incluindo micro-organismos e células da medula 6ssea, mostrando que,
em baixas taxas de congelamento, ou seja, com congelamento lento, a saida de

agua da célula ocorreu de forma lenta ndo afetando a estrutura celular; j& em taxas
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mais rapidas de congelamento, a viabilidade celular foi dramaticamente reduzida.
Esses resultados baseiam-se na hipétese de que se o fluxo de agua é mais rapido
que o fluxo de calor, entdo ndo ira ocorrer cristalizacdo intracelular e a taxa de
viabilidade sera alta. Em contraste, se o fluxo de calor é igual ao da agua, entéo a
taxa de congelamento induzira a cristalizacdo da &gua intracelular, durante a
0Smose, um processo que parece provocar a morte celular. Por essas razfes, 0s
freezers com temperatura controlada ainda s&@o considerados padrbées na
criopreservacdo. Nesses freezers, o congelamento ocorre a 1-2°C/ minuto até a
temperatura de -40°C, quando entdo se processa um congelamento mais rapido até
-120°C. Por motivos financeiros e de especializacdo de méao de obra, diversos
estudos tém demonstrado o uso de freezers sem controle de temperatura onde as
CTH sao resfriadas a 4°C e, em seguida, congeladas a -80°C. Os resultados de
descongelamento e viabilidade células nesses freezers tém sido semelhantes aos
primeiros, pelo menos quando o periodo de congelamento ndo ultrapassa seis
meses, quando, nos ultimos meses, a viabilidade celular comeca a diminuir de forma
mais acelerada. Portanto, quando o armazenamento de CTH é necessario por
periodos prolongados, recomenda-se (320) freezers de temperatura controlada. Ja
existem estudos mostrando viabilidade celular no descongelamento adequada em
hemocomponentes congelados por 10 anos (321-323).

A estocagem das CTHs congeladas pode ser realizada em refrigerador
mecanico a -80°C ou em tanques com nitrogénio liquido a -196°C. (324). O periodo
de tempo que as CTHs podem ser estocadas, sem prejuizos para a viabilidade, é
desconhecido. No entanto, estudos demonstram que a estocagem em nitrogénio
liquido propicia um maior tempo de estocagem sem afetar a qualidade das CTHs
(227, 325-327). O descongelamento das células é realizado em banho de imerséo a
37°C e a reinfusdo destas células ocorre, imediatamente, apés o descongelamento
(328).
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5.4- CONCENTRACAO CELULAR

Os protocolos de criopreservacdo das CTHs obtidas da medula éssea
utilizavam a concentracdo celular méaxima de 2 x 10’ células/mL (320). A
criopreservacao das células mobilizadas do sangue periférico com estes protocolos
resultaria em grande volume do produto final e proporcionalmente de DMSO a ser
infundido. A reducdo do volume final do produto criopreservado com consequente
aumento da concentragao celular tem sido proposta como alternativa para contornar
estas limitagGes. No entanto, poucas instituicdes que realizam a criopreservacao de
células para transplante estudaram os efeitos do aumento da concentracdo sobre a
recuperacdo celular e a cinética da recuperacdo hematopoiética em pacientes
transplantados (329-332). As diferentes metodologias empregadas nestes estudos
tém como consequéncia a falta de comparabilidade entre os resultados propostos.
Apesar da falta de padronizacdo dos protocolos de criopreservacao utilizados,
diversos centros de transplante do mundo realizam a criopreservagcdo com a
concentracdo celular de 2 x 10° células/mL e 10% de DMSO (333, 334).

Existem crescentes evidéncias que o numero de células nucleadas totais no
enxerto criopreservado esta diretamente relacionado com maior morte celular e
perda de viabilidade (335). Esse feito provavelmente deriva dos granuldcitos
contaminantes que sobrevivem pouco ao frio extremo e liberam citocinas
inflamatérias como elastase, metaloproteinase-9, interleucina 1- B e interleucina-6
tanto citotoxicas quanto envolvidas no homing celular (336). Além desse mecanismo
citotoxico, enxertos congelados com altas concentragdes celulares estdo associados
a uma maior presenca de micro coagulos e agregados celulares. Tais componentes
indesejados foram associados a uma maior toxicidade clinica ao paciente no

momento da infuséo (337).

Perseghin et al. (1997) avaliaram 23 produtos de leucaféreses,
criopreservados até 2 x 10® células/mL, quanto & recuperacéo da viabilidade celular
e dos progenitores CFU-GM, CFUGEMM e BFU-E. Nesse estudo, o congelamento
das CTHs mobilizadas até a concentracdo celular de 2 x 10° células/mL n&o
prejudicou a viabilidade celular e nem da recuperacdao dos progenitores CFU-GM,
CFU-GEMM e BFU-E (332). Kawano et al. (2004) estudaram o efeito da
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concentracédo celular em protocolos que utilizam 5% de DMSO e congelamento
rapido, em refrigeradores sem controle de temperatura de congelamento. Dois
protocolos de congelamento com concentracdo celular entre 0,2 a 0,5 x 10°
células/mL e 2 x 108 células/mL foram comparados quanto & viabilidade celular apés
o descongelamento, recuperacdo dos progenitores CFU-GM e tempo para a
recuperacdo hematopoiética apo6s o transplante com CTHs mobilizadas para o
sangue periférico. Os autores demonstraram que a concentracdo celular de 2 x 10®
células/mL néo prejudica a viabilidade celular, a recuperacéo dos progenitores CFU-
GM, nem a recuperacdo hematopoiética dos pacientes, quando comparados com 0
protocolo com 0,2 a 0,5 x 10® células/mL.

Na tentativa de diminuir os custos com o procedimento de criopreservacao e a
toxicidade da infusdo de grande volume de DMSO, tem sido avaliados protocolos de
criopreservacao que utilizam concentracéo celular alta. O primeiro estudo avaliando
o efeito do aumento da concentracéo celular durante a criopreservagao das CTHSs foi
publicado por Rowley et al. (1994) (338). Nesse estudo, 108 produtos de
leucaféreses, criopreservados com concentracdo média de 3,7 x 108 células/mL (0,4-
8,0 x 10° células/mL), foram analisados quanto a viabilidade celular apés o
descongelamento e a recuperacao da viabilidade celular e dos progenitores CFU-
GM. Os autores demonstraram nao haver correlagéo estatisticamente significante
entre 0 aumento da concentracdo celular criopreservada, a viabilidade das células
mononucleares ap0s o descongelamento, a recuperacao das ceélulas nucleadas, a
recuperacdo dos progenitores CFUGM e a recuperacao das células CD34 positivas.
No mesmo estudo, os autores avaliaram o efeito do aumento da concentragéo
celular criopreservada em amostras obtidas de produtos de leucocitaféreses, do
mesmo paciente, concentradas de duas a vinte e quatro vezes. Os resultados desta
andlise pareada demonstraram que 0 aumento da concentracdo celular no
congelamento de CTHs prejudica a recuperagdo dos progenitores eritrdides BFU-E
(Explosdo/Surgimento de Unidade Formadores-Eritrocitos). Pacientes que
receberam transplante com produtos de leucocitaféreses, criopreservados com
concentracdo média de 3,8 x 10° células/mL, e foram avaliados pacientes que
receberam transplante de medula 6ssea, com a concentracdo média de 0,71 x 10°
células/mL quanto ao tempo para recuperacdo dos neutréfilos e plaguetas apds

transplante autélogo. O aumento da concentracdo celular criopreservada néo
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demonstrou ter influéncia para a recuperacdo hematoldgica apds o transplante
autologo (82). Cabezudo et al. (2000) realizaram um estudo em trés fases onde
predominou a analise pareada. Na primeira fase, dezenove produtos de
leucocitaféreses foram observados quanto a viabilidade ap6s o descongelamento, a
recuperacdo da viabilidade celular e da capacidade clonogénica dos progenitores
CFU-GM. Duas aliquotas foram retiradas de cada produto de leucocitaféreses e
criopreservadas em diferentes concentragcdes com mediana de 0,94 x 108 células/mL
e 2,91 x 10° células/mL, respectivamente. Na segunda fase do estudo, 21 produtos
de leucocitaféreses foram criopreservados em diferentes concentragbes com
mediana de 0,90 x10® células/mL e 3,32 x 10° células/mL, e foi analisada quanto a
viabilidade apo0s descongelamento, recuperacdo da viabilidade celular e capacidade
clonogénica dos progenitores CFU-GM. Os resultados do estudo demonstram que a
alta concentragéo celular no congelamento prejudica a recuperacao da viabilidade
celular, mas nado prejudica a capacidade clonogénica dos progenitores. Na terceira
fase do estudo, o tempo para a recuperacdo de granulocitos e plaguetas de dez
pacientes que realizaram transplante autélogo com os produtos de leucaféreses
congelados com a mediana de 2,4 x 10° células/mL (1,5-4,7) foi comparado com dez
pacientes que receberam transplante com 1 x 10® células/ mL. O aumento da
concentracdo celular criopreservada nao demonstrou ser influente para a
recuperacdo hematoldgica apds o transplante autélogo (339). Martin-Henao et al.
(2005) desenvolveram um estudo retrospectivo envolvendo a analise de 1065
produtos de leucocitaféreses obtidos de 450 pacientes. Dois protocolos utilizados
para o congelamento da CTHs mobilizadas para o sangue periférico foram avaliados
quanto a viabilidade celular, recuperacdo da viabilidade celular e capacidade
clonogénica dos progenitores CFU-GM. A mediana da concentracdo celular no
protocolo A foi de 0,82 x 10°® células/mL (0,12-1,56) e no protocolo B foi de 1,56 x
10® células/mL (0,16-6,78). O protocolo B, com maior concentracdo, resultou em
prejuizo a viabilidade celular e a capacidade clonogénica dos progenitores CFUGM.
No entanto, a mediana do tempo para recuperacdo hematopoética nédo foi
estatisticamente diferente entre 0s grupos de pacientes que receberam transplante
autdlogo com produtos criopreservados nos protocolos avaliados (340).
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6- APOPTOSE

O termo apoptose foi descrito na década de setenta, com base em estudos de
morte celular fisiolégica. A apoptose é um programa para a eliminacdo ou delecéo
de células desencadeada por sinais fisiolégicos ou anormais. Foi proposto que a
apoptose é programada durante o desenvolvimento celular, deduzindo que algum
tipo de relégio molecular interno esteja envolvido no desencadeamento da morte
celular, indiferentemente aos sinais adjacentes. Entretanto, estudos comprovam que
ha casos em que a morte celular fisiologica pode ser desencadeada por sinais
externos (341).

Os processos de morte celular conhecidos como apoptose e necrose podem
ser diferenciados a partir da observacdo de alteracdes morfolégicas e bioquimicas
(342). Estas alteracbes sao dependentes da duracdo e da intensidade dos
estimulos, velocidade do processo de morte, bem como da extensédo da deplecéo de

adenosina trifosfato (ATP), observados nas células envolvidas (343).

A morte celular por necrose € consequente a estimulos intensos e de curta
duracédo. Este processo caracteriza-se pelo aumento do volume intracelular, caridlise
e lise da célula. Em virtude do envolvimento de elevado numero de grupos celulares
e da perda precoce dos componentes citoplasmaticos para o espaco extracelular, a
necrose geralmente resulta em resposta inflamatoria intensa (344), com frequéncia,

este processo ndo requer o consumo dos suprimentos energéticos celulares (345).

A morte celular por apoptose, por sua vez, decorre de estimulos de menor
intensidade, mas de duracé&o prolongada (342), como por exemplo: ligante Fas, fator
de necrose tumoral a (TNF- a) e ligantes TRAIL/APO 2-L e APO 3-L (346, 347). A
atuacao destes estimulos resulta na ativacdo regulada de programas de execucao

preexistentes, codificados no genoma (348).

Durante a apoptose, o material celular é freqientemente preservado, o que
por sua vez, resulta em resposta inflamatéria e dano tecidual local menos intensos

em relacdo aqueles observados na necrose (349). O consumo de ATP, por outro
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lado, faz-se necessario para promover as mudangcas do compartimento nuclear

durante este processo de morte celular (350, 351).

A apoptose participa de forma complementar, ainda que oposta, ao processo
de divisdo celular como um mecanismo homeostatico da morfogénese e
reconstrucao tecidual normal (352-356). Igualmente, esse processo é importante na
remocgdo de células danificadas, infectadas ou potencialmente neoplésicas (345,
357-362).

Embora requisitada essencialmente durante o desenvolvimento animal, a
morte celular por apoptose prossegue ao longo da vida adulta. Em animais adultos,
a apoptose promove o balanco da divisdo celular e favorece o equilibrio celular dos
tecidos (344). Além disso, a remocédo de células afetadas por defeitos genéticos,
pelo avanco da idade, por doencas ou por exposicdo a agentes nocivos, ocorre

possivelmente, devido a apoptose (363).

Outros processos fisiologicos caracteristicamente regulados por apoptose
incluem: involucdo da mama apos o desaleitamento (364), desprendimento do
endométrio durante a menstruacao, impoténcia induzida por atrofia prostatica, morte
das células epidérmicas que migram da camada germinal basal a superficie do
epitélio escamoso, morte de neutrofilos durante a resposta inflamatoéria aguda e

exclusdo de timdcitos auto-reativos durante o desenvolvimento de linfécitos T.

Em alguns casos, a apoptose pode também formar a base para o tratamento
de patologias. O tratamento de tumores por radiacdo e quimioterapia, por exemplo,

envolve a ativacao seletiva da apoptose nas células neoplasicas (345).

Por outro lado, a execucéo fisiologicamente anormal da apoptose pode estar
associada a processos patoldgicos (363). Assim, tanto a exacerbacdo quanto a
diminuicdo deste processo de morte celular podem promover consequéncias
biolégicas adversas (357, 358), como as verificadas nas doen¢as nheuro-
degenerativas de Alzheimer e Parkinson, SIDA e isquemia cardiaca, bem como na

artrite reumatoide e nos diferentes tipos de cancer, respectivamente (365, 366).

A apoptose consiste-se, basicamente, em trés estagios sucessivos: (1) o

comprometimento & morte provocado por sinais extras e intracelulares; (2) execucgéo
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da morte celular por ativagcdo de proteases intracelulares; (3) formac&o e remocao
dos corpos apoptéticos por fagocitose, seguido da degradacdo lisossomal pelas

células fagociticas (367).

A inducédo da apoptose pode ocorrer em decorréncia da ligacdo de moléculas
sinalizadoras a seus receptores cognatos localizados na superficie das células, entre
os quais: (1) ligante Fas (FasL) ao receptor Fas (CD95) (357, 359-362, 368-370), (2)
ligante TNF-a ao receptor 1 do fator de necrose tumoral (TNFR1) (371-373), (3)
ligantes TRAIL/APO 2-L (ligantes indutores de apoptose relacionado ao TNF) aos
receptores TRAIL/R dos tipos 1 e 2 (374), (4) ligante APO 3-L ao receptor DR 3
(345).

ApoOs a ligacdo das moléculas protéicas sinalizadoras FasL e TNF- a a seus
respectivos receptores Fas e TNFR1, proteinas associadas a membrana,
conhecidas como “dominios de morte”, sdo clivadas pela acdo de metaloproteases
(346, 358, 375-380). A ativacao destes dominios de morte promove o0 recrutamento
das proteinas adaptadoras FADD /Mort-1(dominio de morte associado ao Fas) (363,
381) e TRADD (dominio de morte associado ao receptor TNF) respectivamente,
(382-384) para formar complexos sinalizadores de indugcéo da morte (DISC) (385-
393).

Em consequiéncia ao recrutamento dos dominios de morte FADD e TRADD,
tem inicio a ativacdo sequencial da familia das cisteino-proteases tambéem
conhecidas como caspases. As caspases sao sintetizadas como zimdgenos inativos
que se tornam ativos apdés a remocdo de um pro-dominio terminal (394, 395).
Caspases ativadas catalisam a clivagem de outras caspases, que por sua vez,
ativam diversas proteases e endonucleases celulares promotoras da apoptose.
Como exemplos, a caspase 8, também conhecida como FLICE, MACH e MACH 5 e
a caspase 3 (CPP32) estdo envolvidas na apoptose mediada pela ligacdo ao Fas,
TNFR1 e receptores TRAIL/R1, TRAIL/2-R e DR 3 (374, 396-403).

A formacdo dos complexos sinalizadores de inducdo da morte (DISC)
promove a ativacdo da enzima iniciadora caspase 8 (404-408), que por sua vez,
ativa a enzima efetora, caspase . A atividade da caspase 3 tem como consequéncia
a degradacdo de proteinas nucleares e celulares, assim como a decomposi¢do do
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DNA cromossOmico. A caspase 8 pode, também, ativar a caspase 3 através da
clivagem da proteina Bid, que por sua vez, é translocada a superficie da mitocdndria
e interage sequencialmente com as proteinas externas da membrana mitocondrial.
Como resultado, tem-se a formacéo de poros que permitem a liberacdo do citocromo
C e a ativagado da enzima iniciadora caspase 9, devido a ativagcao do fator de
ativacdo de proteases pro-apoptoticas (Apaf-1). A caspase 9, por sua vez, ativa a
caspase 3, responsavel pela degradacao das proteinas celulares e nucleares e pela

ativacdo da proteina CAD (Caspase-activated DNase) (345, 409).

Outras proteinas adaptadoras como FLASH (FLICE-associated huge protein),
gue se associam aos dominios efetores de morte (DED) da caspase 8, proteinas
inibidoras como FLIP (FLICE-inhibitory protein) e proteinas envolvidas em
mecanismos de sobrevivéncia como RIP (Receptor-interection protein) podem atuar
sobre o processo apoptético, determinando, assim, a sobrevivéncia ou a morte
celular (410, 411).

Nos estagios iniciais da apoptose, 0s niveis citoplasmaticos de calcio
bivalente sdo reduzidos e o volume celular diminui, enquanto o contato com as
células vizinhas e a matriz extracelular é perdido. O efluxo do calcio intracelular
resulta num acentuado declinio do potencial transmembrana da mitocéndria e,
consequentemente, no estresse oxidativo da célula (412, 413). O conseqiente
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, por sua vez, promove a
diminuicdo da atividade esterasica intracelular em decorréncia da presenca de
toxinas no citoplasma. Dessa forma, a cromatina € clivada em fragmentos
oligonucleossomais pela ativacdo de endonucleases célcio-magnésio dependentes e
condensada em capsulas granulares periféricas. Finalmente, a superficie celular
forma vesiculas, que resultam na formacdo dos corpos apoptéticos. Os corpos
apoptéticos, por sua vez, sao reconhecidos e fagocitados pelos macréfagos e
células vizinhas (412, 413). A membrana plasmética passa, entdo, a exibir
modificacdes, como a perda de juncdes intercelulares. Verifica-se, ainda, a
translocacao de residuos de fosfatidilserina a face externa da membrana plasmatica,
gue fisiologicamente se encontram confinados na face interna da bicamada lipidica
das células (414-426).
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6.1- INDUCAO DA APOPTOSE POR AGENTES FiSICO-QUIMICOS EXTERNOS

A acdo de quimioterapicos, a radiacdo ultravioleta e a radiacdo ionizante
podem também induzir mudancas mitocondriais que promovem o0 aumento da
permeabilidade e a perda do potencial transmembrana mediados geralmente pela
formacéo de radicais livres com envolvimento do gene supressor de tumores p53,
gue inicia o processo apoptotico pelo aumento da transcricdo de proteinas como Bax
(345, 427-429).

Enquanto a falta de estimulos de sobrevivéncia atua sobre Bax por
mecanismos que envolvem MAP kinase e PI-3 kinase, a hipdxia e a deplecao de
ATP atuam diretamente sobre esta proteina que, ao se translocar para a superficie
da mitocondria, forma poros que permitem a liberacdo de citocromo C [244].
Consequentemente, proteinas reguladoras da apotose, incluindo Apaf-1 e caspase
9, séo liberadas e iniciam a ativacdo das caspases, levando a apoptose (345, 427-
429).

6.2- METODOS DE DETECCAQO DA APOPTOSE

A apoptose representa um processo ativo de remocdo celular que
freqientemente requer ativagcdo génica, sintese protéica e ativacdo de
endonucleases. Morfologicamente, este processo caracteriza-se pela condensacao
da cromatina, diminuicdo do citoplasma, formacdo de vesiculas a partir da

membrana e, finalmente, formacao dos corpos apoptoticos (374, 430, 431).

Com base na deteccdo de tais alteracbes morfologicas, diferentes
metodologias como eletroforese, microscopia eletronica e citometria de fluxo séo

amplamente empregadas na avaliagcao da apoptose (419, 420, 432).

A fragmentacdo do DNA por endonucleases, por exemplo, € classicamente

demonstrada por eletroforese como uma graduacado tipica de DNA, enquanto o
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percentual de fragmentacédo pode ser determinado por métodos colorimétricos apos
a separacao dos fragmentos por ultra-centrifugacéo (433).

A principal falha desses métodos, posto que sdo desenvolvidos com todo o
extrato nuclear, é a inabilidade em determinar diretamente o percentual de
fragmentos nucleares e em reconhecer as ceélulas apoptoticas em populacdes
celulares heterogéneas. Além disso, a clivagem internucleossomal detectada por
eletroforese e por coloracdo histoquimica do nucleo pelo método de TUNEL
(terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling) (434-
436), por exemplo, ndo permitem distinguir entre a célula necrética e a apoptética
(437-440). Tal constatacdo deve-se ao fato de que os meios proteoliticos que
operam na necrose podem também promover a ativagcdo de enzimas que clivam o
DNA em fragmentos internucleossomais indistinguiveis daqueles observados

durante a apoptose.

Alternativamente, a fragmentacdo do DNA pode ser visualizada a partir da
quantificacdo percentual de bases celulares por ensaios de transferéncia de
marcacao in situ (ISNT, in situ nick translation). Contudo, as evidéncias morfolégicas
da apoptose nem sempre sdo acompanhadas pela clivagem do DNA, podendo
acarretar em interpretacbes subestimadas a respeito deste mecanismo de morte
celular (441-451).

A utilizacdo de microscopia eletronica associada a corantes fluorescentes,
embora permita detectar o processo apoptético por criteriosa avaliagdo morfoldgica,
torna-se inapropriada na quantificacdo da apoptose, posto que a marcacao das
células, geralmente realizada através de marcadores nao vitais, ocorre somente
apos o dano da membrana (419, 420, 432, 452, 453).

As metodologias que incluem a avaliacdo e quantificacdo das populacdes
celulares por citometria de fluxo fornecem analises mais precisas e reprodutiveis do
processo de morte celular por apoptose. Na citometria de fluxo, a reducéo do volume
celular e 0 aumento da granulosidade das células apoptoéticas podem ser avaliados a
partir de modificacbes nos padroes FSC e SSC de dispersao da luz,
respectivamente (433, 454-458).
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Entre os marcadores nucleares e corantes fluorescentes comumente
utilizados nos ensaios de verificagdo e quantificacdo da apoptose por citometria de
fluxo, destacam-se: iodeto de propidio, brometo de etidio, homodimero de etidio , 7 -
aminoactinomicina D (7-AAD), acridine orange, anexina-V-FITC e calceina AM (342,
430, 459-462).

Os métodos citoquimicos, como aqueles que utilizam 7-aminoactinomicina D (7-
AAD) e iodeto de propidio ou acridine orange e brometo de etidio, sdo amplamente
empregados e podem ser mais ou menos especificos na andlise da apoptose. A perda
progressiva da integridade da membrana, por exemplo, pode ser avaliada pela
incorporacao de 7-aminoactinomicina D (7-AAD) ao DNA, que permite distinguir as células
apoptoticas precoces das inviaveis. Assim, células em estagios iniciais de apoptose sao
fracamente marcadas com 7-AAD, enquanto as células inviaves permitem a penetracéo
efetiva deste marcador. Entretanto, os percentuais médios de apoptose em células
mononucleares de pacientes infectados pelo HIV obtidos pelo método 7-AAD/PI podem
ser subestimados devido a interferéncia de eritrocitos com o0 corante 7-aminoactinomicina
D (7-AAD). O corante vital 7-AAD é usado normalmente em conjunto com a Anexina para
identificar células apoptéticas precoces. Células com membrana plasmética intacta
excluem o 7-AAD enquanto que células com dano avancado ficam permeaveis a esse

corante vital.

A anexina-V se mostrou Util na deteccéo de células apoptoéticas em decorréncia de
sua ligacdo preferencial a fosfolipidios negativamente carregados, como a fosfatidilserina
exposta no inicio do processo apoptotico. A conjugacdo do corante Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC) & anexina-V, permite identificar e quantificar as células apoptoticas

atraves da citometria de fluxo (463-467).

Portanto, as células viaveis apresentam negatividade dupla para a marcacdo com
Anexina-V e 7-AAD, as células positivas apenas para Anexina-V revelam apoptose
precoce e células com dupla positividade para Anexina-V e 7-AAD sdo consideradas
mortas tardias (Late apoptosis or dead cells). Células que marcam para 7-AAD sé&o células
que também apresentam alteragbes morfofuncionais de morte celular jA& que sao
incapazes de excluir o corante. O método de marcagdo ndo distingue se o processo de
morte celular foi causado por necrose ou por apoptose.
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O primeiro trabalho que estudou apoptose em CTH de sangue periférico
congeladas foi feito pela equipe de Abrahamsen JF et al. (2002) (468). Nesse
trabalho eles estudaram 22 amostras de CTH congeladas usando a técnica de
Anexina-V e Actinomicina D (apoptose precoce e tardia respectivamente). A
concentragéo celular média ficou entre 1 e 2 x 108 células/ml e o DMSO foi usado a
10% e armazenadas em freezer com controle de temperatura a -180°C. Nesse
estudo, encontraram 81% de CTH CD34+ viaveis (relataram estudo prévio de
Anthony et al. (469) com resultados semelhantes de 87,6% de CTH CD34+ viaveis
com Anexina). O que foi surpresa para o grupo foi que uma média de 31% da
populacdo total congelada (sobretudo células mais maduras) apresentavam
apoptose inicial e 33%, apoptose tardia, o que foi entendido como que corroborando
a idéia que diferentes tipos celulares apresentam diferentes capacidades e
mecanismos para tolerar o congelamento, e que, conforme ja demonstrado com
congelamento de neutréfilos e precursores comprometidos com a linhagem, essas
células apresentam altos indices de apoptose quando submetidas ao congelamento.
Outra questdo que o grupo levantou com esses achados foi que talvez a toxicidade
observada na infusdo desses enxertos com uma média de 35% de células mortas
possa nao ser causada pela toxicidade exclusiva do DMSO, mas pela toxicidade,
pelo menos em parte, da infusdo de células necroticas e apoptdticas embebidas com

citocinas inflamatoérias no enxerto.

Com relacéo a utilizacdo dos marcadores vitais para definir apoptose, o 7-
AAD tem sido usado em muitos centros para definir células mortas. Porém, como
visto acima, existe uma populacdo de células apoptoticas precoces definidas
somente pela Anexina-V que ndo sdo consideradas quando se usa somente o0
corante vital 7-AAD. Pelo menos dois estudos demonstraram a presenca de uma
razoavel quantidade de células CTH apoptéticas precoces nos enxertos
descongelados (470, 471).

A importancia de se considerar as células apoptoticas precoces foi estudada
por de Boer et al. (2002) usando conjuntamente marcadores de apoptose precoce e
tardia, onde foi constatado um nimero de quase 40% de células ja em processo de
morte celular num enxerto descongelado. Segundo os autores, isso implicaria numa

reconsideracdo do numero alvo de CTH CD34+ necessarios para o transplante,
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tornando os reais valores cerca de duas a trés vezes menores aqueles descritos na
literatura. O mais interessante € que mesmo com uma mortalidade celular
consideravel de quase 50% do enxerto, a recuperacdo hematopoiética nao foi
afetada, sugerindo que as células mortas ndo sdo aquelas envolvidas diretamente
com a hematopoiese que sdo as CTH primitivas e de repopulacdo de longo termo.
Ja existem evidéncias de que tais células sdo mais resistentes ao congelamento do

que células precursoras hematopoiéticas mais maduras (471).

Outro aspecto pouco visto, mas considerado pelo grupo de Abrahamsen foi a
perda celular durante o congelamento analisada pela comparacao das CTH CD34+
vidveis antes e depois do descongelamento. Nesse estudo, foram analisados 51
enxertos congelados, sendo observado que a medida do CD34 positivo antes e apés
o0 congelamento se relacionou independentemente a recuperacdo hematopoiética,
sugerindo, portanto, que a simples quantificagdo do CD34 positivo viavel antes do
congelamento é suficiente para predizer o desfecho da recuperagdo hematoldgica

(46).

Na mesma linha de pensamento, Sartori M. et al. (2005) estudaram 79
enxertos e as viabilidades de CD34 antes do congelamento e apds o
descongelamento, achando recuperacdo de CD34+ viaveis de 91 e 94% nas
populac6es adulta e pediatrica respectivamente (84).
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7- CITOCINAS INFLAMATORIAS NO ENXERTO CRIOPRESERVADO

Ja sdo conhecidas de longa data as reacdes transfusionais febris né&o-
hemoliticas. Constituem-se em efeitos adversos que incidem em 0,5% das
transfusdes e podem chegar a 15% naqueles pacientes que ja tiveram historia de ter
apresentado esse quadro em transfusdes prévias. Ocorrem em 3 a 7% dos
pacientes que recebem heméacias e em cerca de 20% daqueles que recebem
concentrados de plaquetas. S&o causados pela presenca de leucoaglutininas
presentes no plasma do receptor. A alo imunizacdo é resultado da exposicao a
antigenos por transfusdes prévias, transplante de Orgdos e gestacdo. As
leucoaglutininas sdo direcionadas contra antigenos presentes nos monaqcitos,
granulécitos e linfocitos. Desde a descoberta desse tipo de reacdo, as
leucoaglutininas foram consideradas responsaveis pelas reac¢des transfusionais nao-
hemoliticas. Apds o advento de filtro de leucocitos nas transfusdes, 0 seu impacto
diminuiu e comecou a se levantar a possibilidade de outros componentes presentes
nos tecidos a serem transfundidos como agentes causadores de tais rea¢des, sendo
0S componentes as citocinas as citocinas liberadas por diferentes classes de células
hematopoiéticas durante o armazenamento do hemocomponente. Exemplos dessas
citcinas séo a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), fator de
necrose tumoral (TNF-a) e RANTES (CCL5) (92, 472-476). Corroborando tal
hipotese, estdo estudos que usaram filtros de leucdcitos antes do armazenamento
do hemocomponente, e, nesses casos, a incidéncia de reacdes adversas
transfusionais foi reduzida quase a zero. Em alguns paises, ja € praticada a reducéo
leucocitaria universal, que consiste no uso de filtros de leucdOcitos antes da
estocagem, porém esse é um procedimento de alto custo e, portanto, ndo sendo

feito em todos os centros transfusionais.

Heddle et al. (1995) investigaram exaustivamente a correlacéo entre citocinas
no sobrenadante de hemocomponentes e as reagdes transfusionais ndo-hemoliticas
concluindo que a IL-1B e a IL-6 tinham forte correlagdo com as reagOes adversas
(477-494). Assim como Heddle, Aye et al. (2001) concluiram que o uso de filtro de
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leucécitos antes do armazenamento reduz os niveis de citocinas inflamatérias e,

consequentemente, a incidéncia de reacdes transfusionais adversas.

Com relacdo ao contexto do transplante de medula, esse raciocinio torna-se
ainda mais importante na tentativa de explicar os efeitos adversos durante a infusao
de enxertos congelados, pois, aqui, 0 numero de leucdcitos no enxerto é sempre
muito maior pelo proprio processo de leucocitaférese, e o uso de filtros de leucécitos
€ proibitivo ja que, no transplante, as CTH CD34 positivas, que se constituem no
principal objetivo do procedimento, estdo na camada de leucécitos coletadas pela
aférese. Com a criopreservacao e consequente apoptose precoce e tardia de quase
40% do enxerto como visto anteriormente, o que se espera € uma quantidade muito
maior de citocinas inflamatorias no enxerto e consequentemente uma maior

incidéncia de rea¢des adversas do paciente no momento da infusao.

Um estudo classico realizado por Cérdoba et al. (2007) (495) correlacionou a
incidéncia de efeitos adversos durante a infusdo de enxertos com o numero de
granuldcitos presentes no produto da leucocitaférese. Eles encontraram na analise
multivariada dois fatores de risco para o desenvolvimento de reacdes adversas na
infusdo a saber: nimero de granuldcitos no enxerto e presenca de microagregados
celulares. Sabe-se que esses microagregados celulares estdo diretamente

relacionados ao nimero de células nucleadas totais no enxerto.
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8 - OBJETIVOS
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8.1- Objetivo Geral :

Estudar a viabilidade das CTH mensurada pela técnica de Anexina e 7-AAD

em citometro de fluxo com a concentragcédo do agente crioprotetor DMSO.

8.2- Objetivos Especificos:

a) Analisar a relagdo entre a viabilidade das CTH e as diferentes
concentracdes do agente Unico crioprotetor DMSO (5%, 2,5% e 1,25%) com relagéo
ao grau de complexidade através do padrdo de granularidade citoplasmaética e

tamanho celular nos grupos de Baixa complexidade e Alta complexidade.

b) Analisar a relagcdo entre a viabilidade das CTH e as diferentes
concentragbes do DMSO (5%, 2,5% e 1,25%) utilizado concomitantemente com o
HES e a Albumina Humana como solucdo crioprotetora, com relacdo ao grau de
complexidade através do padréo de granularidade citoplasmatica e tamanho celular

nos grupos de Baixa e Alta complexidade.

c) Analisar a relagé@o entre o nivel de citocinas inflamatorias (IL-13, IL-6, IL-8,
IL-12 e TNF-a) com a apoptose e a viabilidade celular apés o descongelamento, nos
grupos de concentracbes de DMSO de 5% e 2,5% na solucdo crioprotetora

composta de DMSO, HES e Albumina Humana.
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ABSTRACT

Bone Marrow Transplantation (BMT) is based on the principle of
hematopoietic CD34 stem cells infusion in a conditioned recipient. It is know that
such cells are capable of generating a new hematopoiesis as well as that the benefit
of the increase of CD34 dose goes from 2 to 5 x 10° CD34 / patient’s body weight.
The CD34 determination is based on the total CD34 number, however, it is known
that only a small portion of the CD34 population is related to the marrow repopulating
capacity. An alternative way of detecting such cells when compared to total CD34
dose is the cytometric analysis of cytoplasmatic granularity and size patterns.

In the autologous BMT context and, sometimes in the allogeneic type where
the graft infusion occurs more than three days after the graft harvest, the CD34 cells
freezing is necessary to keep their viability. The crioprotective agent most commonly
used is the DMSO which at extremely low temperatures this agent protects the CD34
cells from dying, however, at temperatures above 30°C it became toxic causing
adverse events in the patient receiving them. The adverse reactions at the infusion
moment are linked to DMSO thus there are some different cryopreservation protocols
using different DMSO concentrations aiming to reduce the incidence of collateral
damage and at the same time avoid the CD34 death at low temperatures. Some
studies conclude that CD34 viability can be maintained with the use of high
mononuclear cellularity in the graft or with low DMSO concentrations. Besides
DMSO, albumin and Hydroxietilstarch (HES) are cryoprotectants adjuvants. Some
Cryopreservation protocols only use DMSO as cryoprotective agent while others
indicate the three agents together. There is no consensus about the ideal
cryopreservation protocol. An important number of studies suggest the use of DMSO
5 to 10% with albumin 20% and HES 6% in grafts with cellularity number of no more
than 3 x 108 cells/ml, however there are some new different protocols that use
DMSO alone and at lower concentrations.

The present study studied the viability of CD34 cells using DMSO in tree
different concentrations of 1,25%, 2, 5% and 5% as a sole cryoprotective agent.

Key Words: Hematopoietic Stem Cell; CD34 positive; Flow Cytometry;
Hematopoietic Stem Cell Transplantation; Cryobiology; Cellular Viability; Cytokines.
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1. Introduction

The hematopoietic stem cells (HSC), by definition, express the surface antigen
CD34, are not committed to any hematopoietic lineage and are responsible for
maintenance of normal hematopoietic functioning (1-5).

In literature, there are large differences in the HSC dose to ensure an
adequate hematologic engraftment after the hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT), however it is well known that the great majority of studies establishes 2 x
106 CD34 / Kg of receptor weight, as a safe dose to transplantation (6-18). In the
same way, it is well known that there is an inverse relation between the white blood
cells engraftment time and HSC CD34 dose (19-25).

The CD34-positive cells mobilized for HSCT form a heterogenic population of
HSC. It is now well known that only a small portion of CD34 positive cells is directly
responsible for the primary hematopoietic function. Those cells have
immunophenotypic surface markers besides the CD34 like CD133, CD110, among
others. Some studies have already established specific cellular doses to HSCT when
these markers are used together, and the results have shown clear correlation with
better engraftment and lower mortality (26). However, the routine use of these
markers as a whole has not been clearly used yet and therefore its use is only for
research. On the other hand, it is possible to define more precisely this HSC cell
group by the Flow Cytometric technigue using cytoplasmatic granularity and cell size
(Pattern Forward scatter and Sideward Scatter). In this way the CD34 positive HSC
can be divided into high complexity and low complexity groups based on cross
analysis of these two associated parameters. The former have a low degree of
differentiation grade and high regenerative capability while the latter have a greater
degree of differentiation as well as lower regenerative capacity (3).

The HSCT uses CD34 positive cells to repopulate with a healthy marrow the
hematopoiesis capacity. It is necessary that the HSC is frozen to maintain its viability,
especially in autologous stem cell transplantation where, after the HSC harvesting
from peripheral blood, the patient undergoes a 3 to 8-day myeloablative
chemotherapy treatment (5, 12).

The HSC freezing has a principle the use of cryoprotective agents to maintain

the HSC viability under very low temperatures. It is known that, there is loss of
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viability of freezing HSC, due to some factors like as cryoinjury caused by direct cold
damage, and more importantly, the loss of viability after thawing by the same
cryoprotective agent Dymetilsulfoxide (DMSO) (25). In addition, this agent is
associated with sometimes severe adverse reaction during the graft's infusion. The
ideal DMSO dose as well as the cryoprotective solution composition varies
considerabily the different hematopoietic stem cell centers around the world. The
present state of the art is to use the lowest possible DMSO dose that can maintain
the HSC viability and reduce the undesirable adverse effects during the infusion
period (27). Other variables, like the graft cellularity, are also associated with graft
viability. There is an inverse relation between graft cellularity and graft viability (20).
This paper aimed to analyze the influence of different DMSO concentrations on the

high and low complexity HSC viability frozen in a mechanical freezer.

2. Material and Methods
Experimental Study with controlled intervention and not randomized.

We allocate 19 patients as candidates to HSC harvest from peripheral blood
for autologous stem cell therapy from December 2013 to May 2014 in two hospital
centers of Porto Alegre city: Hospital de Clinicas de Porto Alegre and Hemotherapy
Service of Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre. Only the patients over
18 years old were allocated. The study was approved by ethical committees in both
hospitals and approved on the internet National Research Ethics Platform. The
researchers signed a confidentiality term to use patient’s data, and the patients
signed a consent term to enter the study. Each of 19 patients was associated with
the following samples: 1 fresh sample for control analysis, 1 with DMSO 5%, 1 with
DMSO 2,5%, 1 with DMSO 1,25%, 1 with DMSO 5% plus cryoprotective solution, 1
with  DMSO 2,5% plus cryoprotective solution, 1 with DMSO 1,25% plus
cryoprotective solution, 1 with DMSO 5% for cytokine dosage and 1 with DMSO 2,5%

for cytokine dosing. Therefore, each patient generated nine unity samples.
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Of the total 19 patients enrolled, 3 left from the final analysis because of
methodological problems with the flow cytometry protocol, and 1 was used as a
negative control of frozen HSC without cryoprotective agent. The peripheral HSC
were mobilized using granulocyte growth factor at a dose of 10 mcg/kg/day for 5
days. The aphaeresis harvests began on the fifth day after the onset of granulocyte

growth factor as the local protocol guideline.

The HSC harvest was done by aphaeresis technique using the MCS+ (
Haemonetics, Braintree MA), Baxter CS 3000 Plus (Baxter Healthcare, Deerfield IL)
or Cobe Spectra (COBE BCT Inc., Lakewood, CO), and the anticoagulant was the

acid-citrate-dextrose (ACD).
Flow Cytometry

The CD34 dosing was done by flow cytometry according the double platform
ISHAGE protocol.

The samples were harvested in EDTA tubes. We did a complete blood count
initially. We prepared 10 uL samples incubated with CD34, CD45, 7AAD, Annexin
and waited 15 minutes in a light protected box. We add 1 ml of a red blood cells lyse

soluction (Pharmalyse ®) for more 15 minutes.

In the flow cytometer, we acquire 75 thousand events in the CD45+- FITC

gate.

The reagents and antibodies used were: Annexin V-PE Apoptosis Detection
Kit I® (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) is composed by Annexin V protein
conjugated to FITC fluorochrome and the intracytoplasmatic vital dye named 7-AAD,
allowing the identification of the population of CD45 positive and CD34 positive cells
in the recent apoptosis stage (Annexin V positive and 7-AAD negative), non-viable
late apoptotic cells (Annexin V negative and 7-AAD positive), and viable cells

(Annexin V and 7-AAD double negative).

The HSC complexity was defined by the pattern of Sideward Scatter and
Forward Scatter pattern with the criteria of cytoplasmatic granularity and cell using

the Flow Cytometry technique. The CD45 positive population with low pattern of
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sideward scatter was classified as low (CD455"™) and the higher sideward scatter

HSC pattern was classified as high complexity ones (CD45%™).

The antibodies and reagents used in Flow Cytometry technique were: CD45
APC-linked (Clone H130 Biolegend), CD34 PE-linked (Clone 8G12 BD Biosciences),
7-AAD Viability Staining Solution (Biolegend), Annexin V FITC-linked (Biolegend),
Annexin Binding Buffer (Biolegend), BD Pharm Lyse — Lysing Buffer diluted 1:10 (BD
Biosciences).

Equipments: Hematologic Automated Analyzer SYSMEX XE-5000, Flow
Cytometer BD FACSCanto II.

Processing and HSC cryopreservation

The HSC samples harvested by aphaeresis were centrifuged at 950 G for ten
minutes at 4°C within 48 hours after the harvest maximum. After centrifugation, it was
removed plasma to get final white mononuclear cells concentration of 6 x 108 /ml.
Aliquots of 500 pL of this concentrate were separated in cryotubes of 2 ml each. One
of these aliquots, the fresh one, was sent to Personalized Diagnostic Service oh
HCPA to dosing the HSC CD34 positive as well the viability of them by flow
cytometry. The other samples were cryopreserved into 3 different cryoprotective
solutions that varied by DMSO concentration. After the forty-day freezing period in a
mechanical freezer -80°C, the samples were sent to the Flow Cytometry laboratory to
do the viability tests after thawing in a 37°C bath for 10 minutes. In all of samples we
used saline to dilute the high cellular counting. A volume of 500uL of each
cryoprotective solution was added to a cryotube with a HSC concentration of 6 x
10%/ml previously prepared. Therefore, the final cellular concentration was
approximately 3 x 10® + 0,4 and the final DMSO concentration were as follows: 1)
DMSO 1,25%; 2) DMSO 2,5% and 3) DMSO 5%. The samples were cryopreserved

immediately in a mechanical -80°C freezer and kept during 45 +15 days.
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Statistical Analysis

The statistical analysis was done using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 20.0. The mean and standard deviation were described
and used to comparison the test analysis of variation for repeated measures with the
Bonferroni correlation when realized multiple comparisons. In case of two means
comparison was done the Student t test for paired samples. It was considered a

significance level of 5%.
3. Results

We analyzed fifteen patients. Each patient originated one sample for flow
cytometry and fresh viability; the other samples were cryopreserved in a mechanical
freezer with the DMSO concentrations: 5%, 2, 5% and 1, 25%. In total, each patient
generated 4 analysis samples that were considered research unities, for a total of 60
research unities in the study. There was also one negative control in wich the
samples were cryopreserved without cryoprotective agents and in wich the viability

was Zero.

The median of age was 52 years old, therefore eleven were male and 4 were
women. With respect to diseases, 9 patients had Multiple Myeloma and 6 patients
had Non-Hodgkin Lymphoma.

The median of CD34 positive cell was obtained in 11 of 15 patients. In the four
others the CD34 count was not possible for technical reasons. The median was 2, 6
10°/Kg.

The aphaeresis harvests were done from December 2013 to May 2014.

The means of lymphomonocytes and granulocytes were 34, 8% and 65, 11% in

the buff coat bag respectively.

The interval between aphaeresis harvesting and freezing procedure was 3
days in one patient, 2 days in another one, one day in eleven ones and in the same

day in two patients.



The mean cellularity before freezing was 2, 94 x 10° cells/ml.
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The mean percent of HSC CD34 positives in the Buffy coat bag was 0, 75%,

while the mean percent of high complexity CD34 positive was 0, 46% and 0, 27% for

the low complexity population.

The mean of cryopreservation time was 49, 53 days (28-68 days).

Fresh/Control DMSO DMSO DMSO

5% 2,5% 1,25%

Mean 63,20% 60,84% 58,86% 57,85%
Viability

Mean LC 94,3% 87,56% 94,75% 85,88%
Viability

Mean HC 34,14% 28,33% 23,02% 24,07%
Viability

Mean LC Not available 6,58% 2,85% 9,31%
apoptosis

Mean HC Not available 22,05% 15,93% 21,67%
apoptosis

Table 1: Mean viabilities and mean apoptosis rates in the fresh/control group, DMSO
5%, DMSO 2, 5%, DMSO 1, 25%. HC = High complexity LC = Low complexity.

Fresh/Control DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO 1,25%
Mean Viability 63,9+10,4 60,8+12 58,9+6,5 57,9+14,4
LC Mean Viability 94,3+5° 87,6+23,9 94,7+3,3 85,9+11,2"
HC Mean Viability 34,3+£16,7 27,8+20,1 22,5129 23,6%15,9
LC Necrosis 2,7#3,4° 0,4+0,7 ° 1,5+2,2 3,3+5,0
HC Necrosis 26,1+17,0 15,1+14,4 19,4+20,0 18,3+22,1
LC Necrosis/Apoptosis 1,3+1,6° 3,2+11,3 0,4+0,7" 1,442,2
HCNecrosis/Apoptosis 31,8+20,9 33,5+16,2 40,6+23,4 34,9+20,8

Table 2: Four possible outcomes (Viable HSC, Necrotic HSC, Necrotic/Apoptotic HSC

and Apoptotic HSC) in HSC low and high complexity and their relationship with DMSO
5%, 2,5% and 1,25%. Difference a/b with p=0,086, difference c/d with p=0,069 and
difference e/f with p=0,081
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4. Discussion

In biomedical literature, there are large differences in total HSC dose
necessary to assure an adequate hematopoietic engraftment in the context of
HSCT, however, it is well known that the majority of papers establishes as safe dose
that of 2 x 10° CD34 total/Kg of patient’s weight (1-12).

The CD34 positive cells mobilized for HSCT form a heterogeneous HSC
population. It is known that only a small portion of CD34 positive HSC are
responsible for the main function of hematopoiesis. It is possible to define more
precisely the true HSC group using the flow cytometry technique and analyzing the
size and granularity patterns forward side scatter and sideward scatter (FSC x SSC)
(14). Therefore, the CD34 positive cells can be divided into low and high complexity
by this cross analysis of these two parameters (15). The former have low degree of
differentiation and high regenerative capability while the latter have a high degree of
as well as lower regenerative potential (16).

In the HSCT where the HSC are frozen before the infusion, it is necessary the
use of cryoprotective solution to maintain the HSC viability at very low temperatures.
There is loss of viability of frozen HSC caused by multiple factors such as, more
importantly, loss of viability after thawing caused mainly by the cryoprotective agent
(18). In addition, the most important cryoprotective agent called Dimetilsulfoxide
(DMSO) is associated with a considerable number of adverse reactions during the
infusion time because it is a substance with high toxicity potential. The estimated
DMSO dose as the composition of the cryoprotective solution varies between the
world transplant centers. The principle is the of the minimal DMSO dose to reduce
the toxic effects in infusion (27). Other variables, like graft cellularity are associated
with graft viability. There is an inverse correlation between graft cellularity and
cellular viability (19; 20).

The toxicity related to thawed HSC infusion is due to DMSO present in the
graft. However, another factor probably involved is the inflammatory cytokine burst
released by leucocytes during the freezing time. Such cytokines have already been
recognized in the context of non-hemolytic transfusion reactions and can contribute

to the infusion-related toxicity (27).
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This study was prospective and controlled because the great majority of
studies in this area was almost always retrospective and uncontrolled, or when they
had a control group, it was formed by previous clinical cases of different transplant
centers.

The variables that could induce some bias were controlled: the freezing time
was shorter (median 68 days) to avoid the bias of viability loss due to longer freezing
time (more than six months) (23). We can speculate that shorter freezing periods
could cause some false good results in terms of viability if we consider that there is
some cell mortality caused by the freezing conditions. However, the chosen length of
time that was approximately 45 days is the period that most transplantation centers
use to harvest and after infuse the HSC. Similarly, the length of time between HSC
harvest and freezing was only one day in eleven out of fifteen patients. This period of
time was chosen to avoid cellular death and false negative results after thawing (24).

As to graft cellularity (19,20), the samples with numbers above 3 x 10° cells/ml
were diluted with saline to obtain a mean cellular concentration of 2,94 +0,4 x 10 in
all samples. We used saline because some samples came to our laboratory without
some plasma excess to dilute them as stated in many freezing protocols (26).

Another interesting characteristic of our study is the stratification of HSC in low
and high complexity groups using the size and granularity pattern in flow cytometry. It
is known that low complexity HSC are capable to generate efficient and long term
engraftment, whereas the high complexity one include HSC more differentiated
without true stem cell characteristics. With respect to complexity, it was surprisingly
to note that low complexity HSC have much more high values of viability than the
high complexity ones, and that total viability is in fact sub estimated due the high
mortality rates of more differentiated cell population. This fact seems to explain that
progenitor less differentiated cells are more resistant to external physical stimulus to
necrosis and apoptosis as the freezing temperature as example. If we consider the
HSCT context, we know that primitive HSC are more resistant to death due to
physical stimuli as radiotherapy and chemotherapy, and it can explain why the
reason for high doses of chemotherapy in conditioning regimens. As we can observe
in table 1, the total HSC mean viability was only 63,20% in the fresh/control sample,
while in this same sample but in the group of low complexity we found a viability of

94,8% compared to 34,14% in high complexity group.
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The table 2 shows lower low complexity viability in the DMSO 1, 25% group
compared to the control or fresh sample group, however it was just a trend because
the results not reached statistical significance.

Finally if we consider the clinical significance of these results, we can see that
even the statistically significant results that showed lower viability rates and higher
cellular death rates within the DMSO only group, the results are approximately the
same and show a minimal loss of the HSC graft. For example, the lower founded
viability (DMSO 1, 25%) stayed 6% lower than the control group (64 x 58%
respectively). If we concentrate in the low complexity population, the difference is 7%
between the extremes. In clinical practice, the loss of less than 10% of graft HSC
seems of little significance when compared to the possible benefit of reducing costs
and adverse events in the infusion time.

Even considering a small sample size, we can note significance in some
results and trend toward significance in others, therefore we believe in a
strengthening in statistically power with more numbered samples.

We conclude that in cellular concentrations relatively high it seems possible to
obtain acceptable viabilities with minimal losses of until 8% from those of fresh
control group, even without other cryoprotective agents as HES and human albumin

for example.
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10.2. ARTIGO 2

EFFECT OF A COMBINATION OF CRYOPROTECTOR AGENTS COMPARED TO
DMSO AS A SOLE CRYOPROTECTIVE AGENT IN THE HEMATOPOIETIC STEM
CELLS VIABILITY MEASURED BY FLOW CYTOMETRY OF THE
HEMATOPOIETIC STEM CELLS STORED IN MECHANICAL FREEZER.
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ABSTRACT

Bone Marrow Transplantation (BMT) is based in the principle of hematopoietic
CD34 stem cells infusion in a conditioned recipient. It is know that such cells are
capable of generate a new hematopoiesis. It is known that the benefit of CD34 dose
is best when it is between 2 and 5 x 10° CD34 / patient’s body weight. The CD34
determination is based in the total CD34 number, however it is known that only a
small portion of the CD34 population is related to the marrow repopulating capacity.
An alternative way of detecting such cells when compared to total CD34 dose is the
cytometric analysis of cytoplasmatic granularity and size patterns.

In the autologous BMT context and, sometimes in the allogeneic type where
the graft infusion occurs more than three days after the graft harvest, the CD34 cells
freezing is necessary to keep their viability. The commonest cryoprotective agent
used is the DMSO. It is well know that in very low temperatures this agent protects
the CD34 cells of dying, however in temperatures above 30 C it became toxic and
causes adverse events in the patient that receive them. The adverse reactions in the
infusion moment are linked to DMSO, so there are some different cryopreservation
protocols that use different DMSO concentrations with the goal to reduce the
incidence of collateral damage and at the same time keep the CD34 alive in low
temperatures. Some studies conclude that CD34 viability can be maintained with the
use of high mononuclear cellularity in the graft or with low DMSO concentrations.
Besides DMSO, albumin and Hydroxietilstarch (HES) are cryoprotectants adjuvants.
Some Cryopreservation protocols use only DMSO as cryoprotective agent, as others
indicate the three agents together. There is no consensus about the ideal
cryopreservation protocol. An important number of studies suggest the use of DMSO
5 to 10% with albumin and HES in grafts with cellularity number of no more than 3 x
108 cells/ml, however there are some new different protocols that use DMSO alone
and in lower concentrations.

The present study aimed to study the viability of CD34 cells using the
Annexin-V and 7-AAD apoptosis reagents by flow cytometry in different DMSO
concentration groups and in samples freeze with DMSO only and with DMSO plus

cryoprotective agents cited above.
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1. Introduction

The hematopoietic stem cells (HSC), by definition, express the surface antigen
CD34, are not compromised with a hematopoietic lineage and are responsible by the
normal hematopoietic functioning. (1-5).

There are several differences in relationship to HSC dose needed to ensure
an adequate hematologic engraftment after the hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT), however it is well know that the great majority of studies
establishes as a safe dose to transplantation 2 x 106 CD34 by Kg of weight of the
receptor.(6-18). In the same way, it is well know that there is an inverse relation
between the white blood cells engraftment time and HSC CD34 dose.(19-25).

The CD34 positive cells mobilized for HSCT constitute a heterogenic
population of HSC. It is well known nowadays that only a small portion of CD34
positive cells are directly responsible by the primordial hematopoietic function. These
cells have immunophenotypic surface markers beyond the CD34 like the CD133,
CD110 among others. Some studies already established specific cellular doses to
HSCT when these markers are used together, and the results show correlation with
better engraftment and lower mortality (3). However, the routine use of theses
markers are not used yet and therefore its use is limited to research field. In the other
hand, it is possible to limit with more precision this HSC cell group by the Flow
Cytometric technique using cytoplasmatic granularity and cell size (Pattern Forward
scatter and Sideward Scatter). In this way, the CD34 positive HSC can be divided
into high complexity and low complexity groups based on cross analysis of these two
associated parameters. The former ones have low differentiation grade and high
regenerative capacity while the second group shows a higher differentiation grade
and lower regenerative capacity (14).

The HSCT uses CD34 positive cells to repopulate with a healthy marrow the
hematopoiesis capacity. Especially in the autologous stem cell transplantation, where
after the HSC harvest from peripheral blood, the patient receives a 3 to 8-day
myeloablative chemotherapy regimen, it is necessary that the HSC be frozen to
maintain its viability (19).

The HSC freezing have as a principle the use of cryoprotective agents needed

to maintain the HSC viability under very low temperatures. It is known that exists loss
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of viability of freeze HSC by some factors like as cryoinjury caused by direct cold
damage, and more importantly, the loss of viability after thawing by the same
cryoprotective agent Dymetilsulfoxide (DMSOQO) (20). Besides, this agent is associated
to adverse reaction sometimes severe during the graft's infusion. The ideal DMSO
dose as well the cryoprotective solution composition varies in a considerable way in
the different hematopoietic stem cell centers around the world. The present state of
the art is to use the lower possible DMSO dose that can maintain the HSC viability
and reduce the undesirable adverse effects during the infusion period (20). Other
variables, like the graft cellularity and another cryoprotective agents like HES and
Human Albumin are also associated to graft viability. There is an inverse relation
between graft cellularity and graft viability (22). Some studies show that grafts can
maintain acceptable viabilities using the DMSO as the only cryoprotective agent (25),
on the other hand a considerable number of other studies show the necessity of
addittioning HES and Human Albumin to DMSO, mainly in high cellular concentration
grafts for example (26;27).

This paper aimed to analyze the influence of the addition of HES and Human

Albumin to DMSO in the viability rates of low and high complexity HSC.

2. Material and Methods
Experimental Study with controlled intervention and not randomized.

We allocate 19 patients candidates to HSC harvest from peripheral blood for
autologous stem cell therapy in the period of December 2013 and May 2014 in two
hospital centers of Porto Alegre city: Hospital de Clinicas de Porto Alegre and
Hemotherapy Service of Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre. Only
patients with more than 18 years old were allocated. The study was approved by
ethical committees in both hospitals and subscribed in the internet National Research
Ethics Platform. The researches signed a confidentiality term to manipulate the

patients registries, and the patients signed a consent term to enter the study.

Of the 19 total allocated patients, 3 left from the final analysis because
methodological problems with the flow cytometry protocol, and 1 was used as

negative control only freeze without cryoprotective agent.



137

The peripheral HSC were mobilized using granulocyte growth factor in a dose
of 10 mcg/kg/day during 5 days. The aphaeresis harvests were initiated in the fifth

day after the start of granulocyte growth factor as the local protocol guideline.

The HSC harvest was done by aphaeresis techniqgue with the MCS+(
Haemonetics, Braintree MA), Baxter CS 3000 Plus (Baxter Healthcare, Deerfield IL)
or Cobe Spectra (COBE BCT Inc., Lakewood, CO), and the anticoagulant was the
acid-citrate-dextrose (ACD).

2.1. Flow Cytometry

The CD34 dosing was done by flow cytometry using the double platform
ISHAGE protocol.

The reagents and antibodies used were: Annexin V-PE Apoptosis Detection
Kit 1° (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) is formed by Annexin V protein
conjugated to FITC fluorochrome and the intracytoplasmatic vital dye named 7-AAD,
owing the identification of the population of CD45 positive and CD34 positive cells in
the recent apoptosis stage (Annexin V positive and 7-AAD negative), non-viable late
apoptotic cells (Annexin V negative and 7-AAD positive), and viable cells (Annexin V
and 7-AAD double negative).

The HSC complexity was defined by the pattern of sideward scatter and
forward scatter with the criteria of cytoplasmatic granularity and cell with the flow
cytometry technique. The CD45 positive population with low pattern of sideward
scatter was classified as low (CD45%"™) and the higher sideward scatter HSC

pattern was classified as high complexity ones (CD45%™).

The antibodies and reagents used in flow cytometry technique were: CD45
APC-linked (Clone H130 Biolegend), CD34 PE-linked (Clone 8G12 BD Biosciences),
7-AAD Viability Staining Solution (Biolegend), Annexin V FITC-linked (Biolegend),
Annexin Binding Buffer (Biolegend), BD Pharm Lyse — Lysing Buffer diluted 1:10 (BD
Biosciences).

Equipments: Hematologic Automated Analyzer SYSMEX XE-5000, Flow
Cytometer BD FACSCanto II.
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2.2 Processing and HSC cryopreservation

The HSC samples harvested by aphaeresis were centrifuged at 950 G during
ten minutes at 4°C within 48 hours after the harvest maximum. After centrifugation, it
was removed plasma to get final white mononuclear cells concentration of 6 x 10°
/ml. Aliquots of 500 uL of this concentrate were separated in cryotubes of 2 ml each.
One of these aliquots, the fresh one, was sent to Personalized Diagnostic Service of
HCPA to dosing the HSC CD34 positive as well the viability of them by flow
cytometry. The other samples were cryopreserved into 2 different combinations of
cryoprotective solutions. After the freezing period in a mechanical freezer -80°C, the
samples were sent to the Flow Cytometry laboratory to do the viability tests. We used
the cryoprotective agents called Hidroxyetilstarch (HES) 16, 6%, Human albumin
20% and DMSO in the 5%, 2,5% and 1,25% concentrations. In all samples we used
saline to dilute the high cellular counting. A volume of 500uL of each cryoprotective
solution was added to a cryotube with a HSC concentration of 6 x 108/ml previously
prepared. Therefore, the final cellular concentration was approximately 3 x 10% + 0, 4
and the final cryoprotective agents concentrations were as follows: HES 4, 5%,
Human Albumin 3, 5% and DMSO 5% and DMSO 5%. The samples were
cryopreserved immediately in a mechanical -80°C freezer and kept during 45 +£15

days.

3. Statistical Analysis

The statistical analysis was done using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 20.0. We described the mean and standard deviation and
used to comparison the test analysis of variation for repeated measures with the
Bonferroni correlation when realized multiple comparisons. In case of two means
comparison was done the Student t test for paired samples. It was considered a

significance level of 5%.
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4. Results

We analyzed 15 patients in which the control was the own patient. Each
patient originated one sample for flow cytometry and fresh viability, the other samples
were frozen in a mechanical freezer with the DMSO concentrations: 5%, 2, 5%, 1,
25%, DMSO plus HES and Human Albumin 5%, DMSO plus HES and Human
albumin 2, 5% and DMSO plus HES and Human Albumin 1, 25% and finally two
samples with DMSO plus HES and Human albumin in 5% and 2, 5% concentrations
to measure the cytokine concentration later. In total, each patient generated 9
analysis samples that were considered research unities, for a total of 135 research

unities in the study.

The median of age was 52 years old, therefore eleven were male and 4 were
women. With respect to diseases, 9 patient fad Multiple Myeloma and 6 patients had

Non-Hodgkin Lymphoma.

The median f CD34 positive cell was obtained in 11 of 15 patients. The other
four CD34 counts were not available because technical reasons. The median was 2,
6 10°/Kg.

The aphaeresis harvests were done during the period of December 2013 and
May 2014.

The means of lymphomonocytes and granulocytes were 34, 8% and 65, 11% in

the buff coat bag respectively.

The interval between aphaeresis harvesting and freezing procedure was 3
days in one patient, 2 days in another one, one day in eleven ones and in the same

day in one patient.
The mean cellularity before freezing was 2, 94 x 10® cells/ml.

The mean percent of HSC CD34 positives in the Buffy coat bag was 0, 75%,
while the mean percent of high complexity CD34 positive was 0, 46% and 0, 27% for

the low complexity population.

The mean of cryopreservation time was 49 days (28-68 days).
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Fresh/Control DMSO DMSO5/Cryo
5%
Mean 63,20% 60,84% 62,85%
Viability
Mean LC 94,3% 87,56% 96,28%
Viability
Mean HC 34,14% 28,33% 29,80%
Viability
Mean LC Not available 6,58% 2,92%
apoptosis
Mean HC Not available 22,05% 11,78%
apoptosis

Table 1: Mean viabilities and mean apoptosis rates in the fresh/control group, DMSO
5% and DMSO 5% + Cryo. Cryo= cryoprotective solution with HES plus Human
Albumin. HC= High complexity LC=Low complexity. Cryo = HES 5% plus Human

Albumin 20% solution.

Cryo + DMSO 5% DMSO 5% P Value
LC Viability 96,0£3,1 87,3+23,9 0,166
HC Viability 29,2+15,7 27,8+20,1 0,754
LC Necrosis 0 0,4+0,7 0,054
HC Necrosis 21,1+12,7 15,1+14,4 0,079
LC necrosis/apoptosis 0,1+0,3 3,2+11,3 0,290
HC necrosis/apoptosis 36,8+23,2 33,5+16,2 0,404
LC Apoptosis 2,5+2,6 6,3+7,8 0,058
HC Apoptosis 11,349,3 21,5¢15,1 <0,001

Table 2: Four possible outcomes (Viable HSC, necrotic HSC, necrotic/apoptotic HSC
and apoptotic HSC) in the low complexity and high complexity HSC groups
respectively and its relationship with DMSO 5% with and without the cryoprotective
solution composed by HES 6% and Human albumin 20%. Cryo= Cryopreservative
solution with HES 6% and Human Albumin 20%.
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5. Discussion

There are, in biomedical literature, large differences in total HSC dose
necessary to assure an adequate hematopoietic engraftment in the context of
HSCT, however it is well known that the majority of papers establishes as safe dose
that of 2 x 10° CD34 total/Kg of patient’s weight (1-12).

The CD34 positive cells mobilized for HSCT form a heterogeneous HSC
population. It is known that only a small portion of CD34 positive HSC are
responsible for the primordial function of hematopoiesis. It is possible to define with
more precision the true HSC group using the flow cytometry technique and analyzing
the size and granularity patterns forward side scatter and sideward scatter (FSC x
SSC) (13,14). Therefore, the CD34 positive cells can be divided in low and high
complexity by this cross analyze of this two parameters (15). The former ones have
low differentiation grade and high regenerative capacity, and the others have high
differentiation grade and less regenerative potential (16).

In the HSCT where the HSC are freeze before the infusion, it is necessary the
use of cryoprotective solution to maintain the HSC viability in very low temperatures.
There is loss of viability of freeze HSC caused by multiple factors as, more important,
loss of viability after thawing caused mainly by the cryoprotective agent (17).
Besides, the most important cryoprotective agent named Dimetilsulfoxide (DMSO) is
associated with a considerable number of adverse reactions during the infusion time
because it is a substance with high toxicity potential. The estimated composition of
the cryoprotective solution varies between the world transplant centers. The principle
is to use the minimal DMSO dose possible to reduce de toxic effects in infusion (18).
Some Cryopreservation protocols use only DMSO as cryoprotective agent, as others
indicate the three agents together. There is no consensus about the ideal
cryopreservation protocol. An important number of studies suggest the use of DMSO
5 to 10% with albumin 20% and HES 6% in grafts with cellularity number of no more
than 3 x 108 cells/ml, however there are some new different protocols that use
DMSO alone and in lower concentrations (25).

Other variables, like graft cellularity are associated with graft viability. There is
an inverse correlation between graft cellularity and cellular viability (19, 20).

This study was prospective and controlled because the great majority of

studies in this area were almost ever retrospective and uncontrolled, or when they
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had a control group, it was formed by previous clinical cases of different transplant
centers.

The variables that could induce some bias were controlled: the length of
freezing time was short (median 68 days) to avoid the bias of loss of viability due to
long (more than six months) periods of freezing time (23). We can speculate that
shorter freezing periods could cause some false good results in terms of viability if
we consider that exist some cell mortality caused by the freeze conditions. However,
the choose length of time that was approximately 45 days is the period that most part
of transplantation centers uses to harvest and after infuse the HSC. In the same way,
the length of time between HSC harvest and freezing was only one day in eleven of
fifteen patients. This time was preferred to avoid cellular death and false negative
results after thawing (24).

With respect to graft cellularity (24), the samples with numbers above 3 x 10°
cells/ml were diluted with saline to obtain a mean cellular concentration of 2, 94 +0, 4
x 10% in all samples. We used saline because some samples arrived to our laboratory
without some plasma excess to dilute them as stated in many freezing protocols (26).

With respect to cellularity, initially this study was designated with the goal of
measure pre-defined different cellularities in terms of viability mainly to contrast to
some previous retrospective studies with different heterogeneous cellularity values.
However it was not possible because technical difficulties to obtain exact cellularity
numbers with dilution techniques in laboratory. So, we choose to work with pre-
defined concentration of cryoprotective agents. Our decision was supported by the
fact that cell death in freezing conditions is due to a lack of DMSO to protect the cell
from cold temperatures, that can happen or if we have lower DMSO concentration or
in an inverse way, if we have not sufficient DMSO to a high leukocyte count.

Therefore, we created two different groups with a DMSO concentration of 5%.
A group with DMSO as a sole agent and another group with DMSO combined with
HES 6% and Human albumin 20%. We choose the 5% concentration because the
related toxicity of DMSO 10%, a number of studies revealing equivalency of viability
between 10% and 5% and because it is part of our routine to cryopreservate
peripheral blood cells with DMSO 5%. We did that to investigate if the DMSO alone is
as effective as DMSO plus cryoprotectant agents added in term of cell viability. This
hypothesis was already tested in previous studies that demonstrated similar

viabilities in both groups DMSO and DMSO plus cryoprotective solution (27).
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Another interesting characteristic of our study is the stratification of HSC in
low and high complexity groups using the size and granularity pattern in flow
cytometry It is known that low complexity HSC are capable to generate efficient and
long term engraftment, whereas the high complexity one include HSC more
differentiated without true stem cell characteristics. With respect to complexity, it was
surprisingly to note that low complexity HSC have much more high values of viability
than the high complexity ones, and that total viability is in fact sub estimated due the
high mortality rates of more differentiated cell population. This fact seems to explain
that progenitor less differentiated cells are more resistant to external physical
stimulus to necrosis and apoptosis as the freezing temperature as example. If we
consider the HSCT context, we know that primitive HSC are more resistant to death
due to physical stimuli as radiotherapy and chemotherapy, and it can explain why the
reason for high doses of chemotherapy in conditioning regimens. As we can observe
in table 1, the total HSC mean viability was only 63,20% in the fresh/control sample,
while in this same sample but in the group of low complexity we found a viability of
94,8% compared to 34,14% in high complexity group. In the same table, when we
relate viability on the two groups, we can note that total viability follow the same
pattern in all groups, the low complexity HSC viability was nearly 10 percent lower in
the DMSO alone group. In the linear correlation analysis, we had statistical significant
results only in high complexity HSC group with DMSO 5% alone in contrast to DMSO
5% plus cryoprotective solution. We observed only a trend to statistical significance
in the low complexity HSC necrosis group and low complexity HSC apoptosis. In both
groups the necrosis and apoptosis rates were higher in DMSO 5% alone arm than in
the DMSO 5% plus cryoprotective agents arm (Table 2). Here, we had not found any
statistical significance in the difference between viability in DMSO 5% alone group
and DMSO 5% plus cryoprotective solution.

Finally if we consider the clinical significance of these results, we can see that
even the statistically significant results that showed lower viability rates and higher
cellular death rates within the DMSO only group, the results were 2 to 9% between
them, showing benefit to DMSO plus cryoprotective solution group. In clinical
practice, the loss of less than 10% of graft HSC seems of little significance when
compared to the possible benefit of reducing costs and adverse events in the infusion

time.
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Even considering a small sample size, we can note significance in some
results and trend toward significance in others, therefore we believe in a
strengthening in statistically power with more numbered samples.

We conclude that in cellular concentrations relatively high it seems possible to
obtain acceptable viabilities with minimal losses of until 8% from those of fresh
control group, regardless the use of HES and Human albumin associated to DMSO.
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CORRELATION BETWEEN INFLAMMATORY CYTOKINE RELEASE AND
HEMATOPOIETIC STEM CELL VIABILITY AFTER STORAGE IN A MECHANICAL
FREEZER.
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ABSTRACT

Bone Marrow Transplantation (BMT) is based in the principle of hematopoietic
CD34 stem cells infusion in a conditioned recipient. It is know that such cells are
capable of generate a new hematopoiesis. It is known that the benefit of CD34 dose
is best when it is between 2 and 5 x 10° CD34 by patient’s body weight. The CD34
determination is based in the total CD34 number, however it is known that only a
small portion of the CD34 population is related to the marrow repopulating capacity.
An alternative way of detecting such cells when compared to total CD34 dose is the
cytometric analysis of cytoplasmatic granularity and size patterns.

In the autologous BMT context and, sometimes in the allogeneic type where
the graft infusion occurs more than three days after the graft harvest, the CD34 cells
freezing is necessary to keep their viability. The commonest crioprotective agent
used is the DMSO. It is well know that in very low temperatures this agent protects
the CD34 cells of dying, however in temperatures above 30°C it became toxic and
causes adverse events in the patient that receive them. The adverse reactions in the
infusion moment are linked to DMSO, so there are some different cryopreservation
protocols that use different DMSO concentrations with the goal to reduce the
incidence of collateral damage and at the same time to keep the CD34 alive in low
temperatures.

With respect to adverse events during the infusion moment, it is known that
the effects are caused by DMSO. However, there are evidences that could be other
causes to cause these events: cytokines released during the freezing time and
infused with the graft and leukocyte micro clots caused by high cellularity in the graft.
The present study studied the correlation between inflammatory cytokine release and
their relationship with the hematopoietic stem cell viability after storage in a

mechanical freezer.

Key Words: Hematopoietic Stem Cell; CD34 positive; Flow Cytometry;
Hematopoietic Stem Cell Transplantation; Cryobiology; Cellular Viability; Cytokines.
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1. Introduction

The hematopoietic stem cells (HSC), by definition, express the surface antigen
CD34, are not compromised with a hematopoietic lineage and are responsible by the
normal hematopoietic functioning. (1-5).

There are several differences in relationship to HSC dose needed to ensure
an adequate hematologic engraftment after the hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT), however it is well know that the great majority of studies
establishes as a safe dose to transplantation 2 x 10° CD34 by Kg of weight of the
receptor.(6-18). In the same way, it is well know that there is an inverse relation
between the white blood cells engraftment time and HSC CD34 dose (19-25).

The CD34 positive cells mobilized for HSCT constitute a heterogenic
population of HSC. It is well known nowadays that only a small portion of CD34
positive cells are directly responsible by the primordial hematopoietic function. These
cells have immunophenotypic surface markers beyond the CD34 like the CD133,
CD110 among others. Some studies already established specific cellular doses to
HSCT when these markers are used together, and the results show correlation with
better engraftment and lower mortality (6). However, the routine use of theses
markers are not used yet and therefore its use is limited to research field. In the other
hand, it is possible to limit with more precision this HSC cell group by the Flow
Cytometric technique using cytoplasmatic granularity and cell size (Pattern Forward
scatter and Sideward Scatter). In this way, the CD34 positive HSC can be divided
into high complexity and low complexity groups based on cross analysis of these two
associated parameters. The former ones have low differentiation grade and high
regenerative capacity while the second group shows a higher differentiation grade
and lower regenerative capacity (17).

The HSCT uses CD34 positive cells to repopulate with a healthy marrow the
hematopoiesis capacity. Especially in the autologous stem cell transplantation, where
after the HSC harvest from peripheral blood, the patient receives a 3 to 8-day
myeloablative chemotherapy regimen, it is necessary that the HSC be freeze to
maintain its viability (11).

The toxicity related to HSC infusion is commonly linked to DMSO present in

the graft. However, another factor that could be related to adverse effects during the
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graft infusion is the inflammatory cytokines released by leucocytes during the
freezing period and presents in the graft at the infusion time (27). These cytokines
are related to the well known transfusion reactions and could contribute to the HSC
infusion toxicity (27). This paper analyzed the relationship between cellular death
during the freezing time and the inflammatory cytokines released by white blood cells

stored in a mechanical freezer.

2. Material and Methods
Experimental Study with controlled intervention and not randomized.

We allocate 19 patients candidates to HSC harvest from peripheral blood for
autologous stem cell therapy in the period of December 2013 and May 2014 in two
hospital centers of Porto Alegre city: Hospital de Clinicas de Porto Alegre and
Hemotherapy Service of Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre. Only
patients with more than 18 years old were allocated. The study was approved by
ethical committees in both hospitals and subscribed in the internet National Research
Ethics Platform. The researches signed a confidentiality term to manipulate the

patient’s registries, and the patients signed a consent term to enter the study.

Of the 19 total allocated patients, 3 left from the final analysis because
methodological problems with the flow cytometry protocol, and 1 was used as

negative control only freeze without cryoprotective agent.

The peripheral HSC were mobilized using granulocyte growth factor in a dose
of 10 mcg/kg/day during 5 days. The aphaeresis harvests were initiated in the fifth

day after the start of granulocyte growth factor as the local protocol guideline.

The HSC harvest was done by aphaeresis techniqgue with the MCS+(
Haemonetics, Braintree MA), Baxter CS 3000 Plus (Baxter Healthcare, Deerfield IL)
or Cobe Spectra (COBE BCT Inc., Lakewood, CO), and the anticoagulant was the
acid-citrate-dextrose (ACD).
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2.1. Processing and HSC cryopreservation

The HSC samples harvested by aphaeresis were centrifuged at 950 G during
ten minutes at 4°C within 48 hours after the harvest maximum. After centrifugation, it
was removed plasma to get final white mononuclear cells concentration of 6 x 10°
/ml. Aliquots of 500 pL of this concentrate were separated in cryotubes of 2 ml each.
In all of samples we used saline to dilute the high cellular counting. A volume of
500uL of each cryoprotective solution was added to a cryotube with a HSC
concentration of 6 x 10%ml previously prepared. Therefore, the final cellular
concentration was approximately 3 x 10° + 0,4 and the final cryoprotective agents
concentrations were as follows: 1) HES 4,5%, Human Albumin 3,5% and DMSO
2,5% and 2) HES 4,5%, Human Albumin 3,5% and DMSO 5%. Each patient
originated two samples with DMSO 2, 5% and DMSO 5% as viewed before. The
samples were cryopreserved immediately in a mechanical -80°C freezer and kept

frozen during 45 +15 days.

Measurement of Inflammatory Cytokines

The cytokine concentration in serum was determined by flow cytometry using
the assay named BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokine
Kit (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). This Kit permits the detection of the
following cytokines: IL-12p70, IL-6, IL-10, IL-8, IL-13 e TNF-a. The sample
processing and the data analysis were done following Biolegend instructions. Briefly,
the samples were incubated with the 6 Capture Beads of cytokines linked to PE
fluorochrome during 3 hours in ambient temperature and protected from the light.
After, the samples were washed and the data acquired using the flow cytometer
FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). The standard curves and
results were generated with the software FCAP Array™ 3.0 (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) with R2 under 0.99 for all the cytokines and the results were

calculated using logistic equation of 5 parameters.
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Statistical Analysis

The statistical analysis was done using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 20.0. We described the mean and standard deviation and
used to comparison the test analysis of variation for repeated measures with the
Bonferroni correlation when realized multiple comparisons. In case of two means
comparison was done the Student t test for paired samples. It was considered a

significance level of 5%.

3. Results

We analyzed 15 patients. Each patient originated two samples with DMSO
plus HES and Human albumin in 5% and 2, 5% concentrations to measure the

cytokine concentration later. In total, we analyzed 30 research unities in the study.

The median of age was 52 years old, therefore eleven were male and 4 were
women. With respect to diseases, 9 patients had Multiple Myeloma and 6 patients

had Non-Hodgkin Lymphoma.

The median of CD34 positive cells was obtained in 11 of 15 patients. The

median was 2, 6 10°/Kg.

The aphaeresis harvests were done during the period of December 2013 and
March 2014.

The means of lymphomonocytes and granulocytes were 34, 8% and 65, 11% in

the buff coat bag respectively.

The interval between aphaeresis harvesting and freezing procedure was 3
days in one patient, 2 days in another one, one day in eleven ones and in the same

day in one patient.
The mean cellularity before freezing was 2, 94 x 10° cells/ml.

The mean percent of HSC CD34 positives in the Buffy coat bag was 0, 75%,
while the mean percent of high complexity CD34 positive was 0, 46% and 0, 27% for
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the low complexity population.

The mean of cryopreservation time was 49 days (28-68 days).

IL-12p 70 TNF-a IL-10 IL-6 IL-18 IL-8
Normal
Values <65 42,3 +10 3,21+4,04 1,32+3,06 2,91+6,45 2,04+4,93 23,9+29,7

years (pg/ml)
DMSO 5% /

Cryo 1,24 1,96 1,37 2,83 172,84 55,92
DMSO 2,5% /

Cryo 1,21 1,96 1,38 1,71 416,44 69,65

Table 1: Plasma concentrations in pg/ml of the more common inflammatory cytokines
and its relationship with the DMSO concentrations of 5% and 2, 5%. Cryo=
Cryoprotective solution with HES 6% and Human Albumin 20%.
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Figure 1: Inflammatory cytokines tested on BD CBA Human Inflammatory Cytokines
Kit. The axis FL3-Height shows the fluorescence intensity to a particular bead
conjugates to each cytokine. The FL2-Height axis shows the particular cytokine

concentration. Values are higher when localized on the right.
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4. Discussion

There are, in biomedical literature, large differences in total HSC dose
necessary to assure an adequate hematopoietic engraftment in the context of
HSCT, however it is well known that the majority of papers establishes as safe dose
that of 2 x 10° CD34 total/Kg of patient’s weight (1-12).

The CD34 positive cells mobilized for HSCT form a heterogeneous HSC
population. It is known that only a small portion of CD34 positive HSC are
responsible for the primordial function of hematopoiesis. It is possible to define with
more precision the true HSC group using the flow cytometry technique and analyzing
the size and granularity patterns forward side scatter and sideward scatter (FSC x
SSC) (13;14). Therefore, the CD34 positive cells can be divided in low and high
complexity by this cross analyze of this two parameters (15). The former ones have
low differentiation grade and high regenerative capacity, and the others have high
differentiation grade and less regenerative potential (16).

In the HSCT where the HSC are freeze before the infusion, it is necessary the
use of cryoprotective solution to maintain the HSC viability in very low temperatures.
There is loss of viability of freeze HSC caused by multiple factors as, more important,
loss of viability after thawing caused mainly by the cryoprotective agent (17).
Besides, the most important cryoprotective agent Dimetilsulfoxide (DMSO) is
associated with a considerable number of adverse reactions during the infusion time
because it is a substance with high toxicity potential. The estimated DMSO dose as
the composition of the cryoprotective solution varies between the world transplant
centers. The principle is to use the minimal DMSO dose possible to reduce de toxic
effects in infusion (18). Other variables, like graft cellularity are associated with graft
viability. There is an inverse correlation between graft cellularity and cellular viability
(19,20).

The toxicity related to thawed HSC infusion is due to DMSO present in the
graft. However, another factor probably involved is the inflammatory cytokine burst
released by leucocytes during the freezing time. Such cytokines are already
recognized in the context of non-hemolytic transfusion reactions and can contribute

to the infusion-related toxicity (22).
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This study was prospective because the great majority of studies in this area
were almost ever retrospective, or when they had a control group, it was formed by
previous clinical cases of different transplant centers.

The variables that could induce some bias were controlled: the length of
freezing time was short (median 68 days) to avoid the bias of loss of viability due to
long (more than six months) periods of freezing time (23). We can speculate that
shorter freezing periods could cause some false good results in terms of viability if
we consider that exist some cell mortality caused by the freeze conditions. However,
the choose length of time that was approximately 45 days is the period that most part
of transplantation centers uses to harvest and after infuse the HSC. In the same way,
the length of time between HSC harvest and freezing was only one day in eleven of
fifteen patients. This time was preferred to avoid cellular death and false negative
results after thawing (24).

With respect to graft cellularity (9), the samples with numbers above 3 x 108
cells/ml were diluted with saline to obtain a mean cellular concentration of 2, 94 +0, 4
x 108 in all samples. We used saline because some samples arrived to our
laboratory without some plasma excess to dilute them as stated in many freezing
protocols (26).

With regard to the inflammatory cytokine profile, we could note, as expected,
that the IL-18 group with more strength and the IL-8 group revealed a significative
concentration elevation from the basal values principally in the DMSO 2, 5%. This
finding is the direct consequence of a higher cellular death rate and also higher
inflammatory cytokines release rates during the freezing time, mainly in the high
complexity HSC group. It is reasonably to consider a cytokine role in the adverse
reactions of the infusion day, mainly if we consider the much higher granulocyte
concentrated number compared to a simple transfusion. Also, in the HSCT setting it
is not used the leukocyte depletion filters for obvious reasons. Unfortunately we
cannot separate the cytokine’s influence that of DMSO toxicity during the infusion
time. Akkok C.A. et al. (27) showed a higher adverse reactions rate in freeze and
thaw HSC when compared to fresh HSC infusions, but even in this setting, we could
argue that besides the DMSO in freezing group, we have more leukocyte deaths and
consequently higher cytokine release during the freezing time, thus complicating the

causative relation analysis of the adverse reactions.
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We conclude that it was possible to demonstrate a significative increase in the
inflammatory cytokines IL-1p e IL-8, fact that can explain, at least in part, the adverse
reaction of the patient in the infusion moment. However, if we consider a possible
benefit with the reduction of cryoprotective agent concentration in the incidence of
adverse reactions related to infusion, we cannot deny that reducing the
cryoprotective concentration we will have more cellular deaths and consequently
more cytokine release, fact that could means persistent incidence of adverse

reactions even with cryoprotective agent reduction.
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11- CONSIDERACOES FINAIS
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Na literatura existem grandes diferencas em relacdo a dose de CTH
necessaria para garantir uma recuperacdo hematoldgica adequada apos o
Transplante de Células Hematopoiéticas periféricas (TCTH), porém sabe-se que a
maioria dos estudos estabelece como dose segura aquela de 2 x 10° CD34 total/Kg
de peso do receptor (6-18).

As células CD34 positivas mobilizadas para o TCTH formam uma populacao
heterogénea de CTH. Sabe-se atualmente que apenas uma pequena porcao das
CD34 é responsavel pela funcéo primordial de hematopoiese. E possivel definir com
um pouco mais de precisdo o grupo de CTH através da técnica de citometria dos
padrées de tamanho e granularidade citoplasmatica (FSC x SSC). Dessa forma, as
CTH CD34 podem ser divididas em células de menor e maior complexidade
segundo a andlise cruzada desses dois parametros associados (Ishage Guideline).
As primeiras apresentam baixo grau de diferenciacdo e elevada potencialidade
regenerativa enquanto as Ultimas apresentam um grau maior de diferenciacdo assim
como um menor potencial regenerativo (40).

Nos TCTH que envolvem congelamento das CTH antes da infusdo, €
necessario o uso de agentes crioprotetores destinados a manutencao da viabilidade
das CTH em temperaturas muito baixas. Sabe-se que existe perda de viabilidade
das CTH congeladas por diversos fatores entre eles, a lesdo direta pelo frio
denominada crioinjuria, e, mais importante, a perda de viabilidade apés o
descongelamento das CTH por acdo do proprio agente crioprotetor (45-66). Além
disso, o principal agente crioprotetor denominado DMSO (Dimetilsulfoxido) esta
associado com inumeras reagfes adversas do receptor no momento da infusdo por
se tratar de ser uma substancia com elevado potencial toxico tecidual. A dose

preconizada de DMSO assim como a composi¢cao da solugéo crioprotetora varia de
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forma consideravel nos diferentes centros transplantadores. A tendéncia atual é que
se use a menor concentracao possivel do DMSO para que possam ser reduzidos os
efeitos téxicos no momento da infusdo das CTH (67-80). Outras variaveis, como a
celularidade do produto de coleta também estdo associadas diretamente com a
viabilidade do enxerto. Sabe-se que existe uma relacdo inversa entre celularidade do
enxerto e viabilidade celular (81-91).

A toxicidade relacionada a infusdo das CTH CD34 positivas congeladas €, em
grande parte, atribuida ao DMSO presente no enxerto. Porém, outro fator
possivelmente envolvido € a presenca de citocinas inflamatorias liberadas pelos
leucdcitos durante o periodo de armazenamento no freezer e presentes no enxerto
no momento de sua infusdo(92, 93). Tais citocinas ja sdo amplamente reconhecidas
nas reacdes transfusionais ndo-hemoliticas e podem contribuir para a toxicidade da
infusdo no contexto do TCTH autdlogo (94, 95).

O presente estudo foi desenhado de forma prospectiva e controlado pelo
proprio paciente, nos quais envolvia viabilidade e crioprotetores quase sempre foram
retrospectivos e sem controle, ou quando se tinha controle, eram usados resultados
de protocolos realizados em outros centros.

As varidveis que puderam provocar vieses foram controladas: o periodo de
armazenamento no freezer foi curto (no maximo 68 dias) o que evita o viés de perda
celular em enxertos congelados em freezers mecanicos por mais de seis meses.
Poder-se-ia dizer que o periodo relativamente curto de congelamento poderia
influenciar nos resultados de viabilidade elevada, porém o periodo escolhido de
cerda de 45 dias é o periodo que na pratica do TCTH se usa na maioria dos
enxertos armazenados. Da mesma forma, o intervalo de tempo entre a coleta de

CTH e o seu congelamento foi de apenas um dia em 11 de 15 pacientes. Esse
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periodo foi preferido para evitar morte celular antes do congelamento e interferéncia
negativa nos resultados apds o descongelamento.

Com relacéao a variavel celularidade do enxerto, com conhecida interferéncia
na viabilidade celular, as amostras com celularidade acima de 3 x 10® células/ml
foram diluidas com solucéo salina de forma a obter a concentracéo celular média de
2,94 +0,4 x 10® em todas as amostras. Salina foi usada nas amostras que chegaram
ao laboratorio sem plasma excedente para a diluicdo, conforme € preconizado no
congelamento de CTH.

Com relacdo a celularidade, inicialmente este estudo foi elaborado com a
intencdo de testar diferentes celularidades pré-definidas presentes no enxerto e sua
relacdo com a viabilidade celular, como forma de se opor aos estudos de viabilidade
relacionada a concentracao celular, retrospectivos e sem concentracéo pré-definida.
Porém, nao foi possivel, por motivos técnicos, obter grupos exatos de celularidades
obtidas através de técnicas de concentracdo no laboratério. Entdo, optamos por
trabalhar com grupos de concentragfes de agentes crioprotetores pré definidas. Tal
decisédo decorreu da consideragdo de que a apoptose e necrose celulares induzida
pelas baixas temperaturas envolve 0 mesmo mecanismo de perda de barreira fisica
tanto pela escassez absoluta de DMSO nas baixas concentragcbes quanto pela
escassez relativa do mesmo crioprotetor nas celularidades muito altas.

Portanto, foram criados trés grupos de diferentes concentragbes do DMSO
como Unico agente crioprotetor e trés grupos de diferentes concentracdes de DMSO
em conjunto com HES 6% e Albumina Humana 20%. Isso foi feito para tentar
investigar ndo apenas a questdo de qual a quantidade minima de DMSO capaz de
garantir um enxerto viavel e evitar efeitos adversos frequientes na infusdo, mas para

saber se o papel adjuvante exercido pelo HES e pela Albumina Humana com o
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DMSO influencia na viabilidade final do enxerto congelado. Essa segunda hipotese
ja foi testada em estudos que demonstraram viabilidades semelhantes em enxertos
congelados apenas com DMSO em comparacdo com enxertos congelados com a
solucéo crioprotetora completa.

Outra novidade desse estudo é que as CTH foram estratificadas nos grupos
de alta e baixa complexidade a partir do seu padrdo citométrico. Sabe-se que as
CTH de baixa complexidade compreendem a populacdo de CTH capazes de gerar
hematopoiese eficaz e em longo prazo, enquanto que aquelas de alta complexidade
compreendem CTH mais diferenciadas e sem as caracteristicas de células troncas
propriamente ditas da populacdo anteriormente citada. Com relacdo a isso, ficamos
surpresos ao perceber que as CTH de baixa complexidade possuem viabilidades
muito maiores que aquelas de alta complexidade, e que a viabilidade total quando
mensurada na populacdo de CTH é subestimada as custas da morte celular de CTH
mais diferenciadas. Isso parece significar que as CTH primitivas progenitoras
possuem maior resisténcia ao estimulo fisico externo de apoptose e necrose como o
frio por exemplo. Se considerarmos o contexto do TCTH, sabe-se que tais células
possuem, da mesma forma, maior resisténcia a morte celular pro estimulos quimicos
como 0s regimes quimioterapicos e a prépria justificativa da intensidade de dose dos
regimes de condicionamento. Como podemos observar na tabela 1, a viabilidade
total das CTH CD34 positivas foi de apenas 63,20% na amostra controle a fresco,
engquanto que nessa mesma amostra a viabilidade das CTH de baixa complexidade
foi de 94,8% comparada a 34,14% das CTH de alta complexidade. Na mesma
tabela, quando relacionamos a viabilidade com os diferentes grupos de DMSO e
solugao crioprotetora, percebemos que a viabilidade total foi semelhante em todos

0S grupos, a viabilidade da populagédo de CTH de baixa complexidade foi cerca de
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10% menor no grupo do DMSO como agente Unico e, da mesma forma, o percentual
de CTH apoptoticas precoces que marcaram Anexina V foi maior no grupo do DMSO
1,25%.

Na analise de correlacdo linear, obtivemos resultados estatisticamente
significantes apenas no percentual de CTH de alta complexidade apoptoticas
superior (21,5%) no grupo do DMSO 5% como unico agente crioprotetor comparado
com o grupo do DMSO 5% associado ao HES e a albumina (11,3%). Observamos
apenas uma tendéncia a significancia estatistica na necrose de CTH de baixa
complexidade e na apoptose das CTH de baixa complexidade, ambos superiores no
grupo do DMSO 5% como crioprotetor isolado comparado com o grupo do DMSO
5% associado ao HES e a albumina (Tabela 3). Aqui, 0 que vale salientar é a
auséncia de significancia estatistica na diferenca entre as viabilidades dos grupos de
DMSO 5% como agente crioprotetor Unico e associado ao HES e albumina.

Os resultados da tabela 4 (DMSO 2,5%) mostram significAncia estatistica na
viabilidade das CTH de alta complexidade (maior no grupo do DMSO associado ao
HES e albumina), assim como nas taxas de necrose e apoptose das CTH de baixa e
alta complexidade (maior no grupo do DMSO como Unico crioprotetor).

No grupo do DMSO 1,25% demonstrado na tabela 5, obtivemos resultados
estatisticamente significantes na viabilidade de CTH baixa complexidade, e nas
taxas de necrose e apoptose das CTH de baixa complexidade, maiores no grupo do
DMSO associado ao HES e albumina e maiores no grupo do DMSO como
crioprotetor Unico respectivamente. Da andlise global dos grupos de DMSO 5%,
2,5% e 1,25% podemos concluir que no ultimo grupo as maiores taxas de morte
celular assim como as menores viabilidades foram encontradas no grupo constituido

do DMSO como Unico agente crioprotetor.
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Na tabela 6 apresentamos viabilidade das CTH de baixa complexidade
menores no grupo do DMSO 1,25% comparado com o grupo controle, porém
apenas com uma tendéncia a significancia estatistica.

Com relacao ao perfil de citocinas inflamatorias, pudemos observar como ja
era esperado, que o grupo da citocinas IL-1B com mais forca e o grupo da IL-8
revelaram uma elevacado significativa a partir dos valores basais e na direcdo da
menor concentracdo de DMSO 2,5%. Isso € o resultado direto de uma maior taxa de
morte celular, sobretudo das CTH de alta complexidade e por conseqiéncia maior
liberacdo de citocinas inflamatdrias durante o periodo de armazenamento no freezer.
E provavel que tais citocinas tenham papel na incidéncia de reacdes adversas na
infusdo do enxerto, sobretudo se considerarmos que o0 numero de granuldcitos
selecionados na centrifugacdo € muito superior aquele de um hemocomponente e
que nao usamos filtro de leucdcitos no TCTH. Infelizmente ndo temos como separar
a influéncia das citocinas daquele do DMSO durante a infuséo.

Finalmente, se considerarmos a significAncia clinica desses resultados,
podemos observar que mesmo com resultados estatisticamente significantes que
mostram menor viabilidade e maior taxa de morte celular com DMSO como
crioprotetor Unico, os valores sdo muito préximos e traduzem minima perda na
qualidade do enxerto. Por exemplo, no grupo do DMSO como Uunico agente
crioprotetor, a menor viabilidade encontrada na concentragdo de 1,25% ficou seis
pontos percentuais abaixo do grupo controle (64 x 58% respectivamente). Se nos
detivermos apenas na populacéo de baixa complexidade, a diferenca percentual fica
em apenas sete pontos percentuais nos extremos. Da mesma forma, a diferenca
entre os grupos de comparacdo DMSO e DMSO com HES e albumina, as diferengas

percentuais ficaram entre dois e 9 % com beneficio ao grupo do DMSO associado
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aos demais crioprotetores. Na pratica do transplante, a perda de menos de dez por
cento de CTH no enxerto se torna menos significante que o possivel beneficio tanto
financeiro como do ponto de vista de reacdes adversas ao paciente.

Mesmo considerando um estudo com uma amostra pequena, ja pudemos
perceber em alguns casos tendéncia e em outros, significancia estatistica entre as
variaveis, portanto acreditamos que o0 aumento da amostra se traduziria num
fortalecimento dos resultados encontrados.

Concluimos que em concentracdes celulares relativamente elevadas parece
ser possivel a obtencéo de viabilidades de CTH com perdas minimas de no maximo
8% daquelas do grupo controle analisadas a fresco ap0s a coleta
independentemente do uso de HES E albumina associados ao DMSO. Além disso,
0S mesmos resultados parecem se repetir quando analisamos as CTH congeladas
apenas com DMSO em trés diferentes concentracdes. Confirmando a maior taxa de
necrose e apoptose nas CTH congeladas com solucéo crioprotetora e DMSO 2,5%,
foi possivel demonstrar um aumento significativo na concentragdo das citocinas
inflamatorias IL-1B e IL-8, fato que pode explicar, a0 menos em parte, as reacdes
adversas do paciente no momento da infusdo do enxerto. Porém, se considerarmos
um possivel beneficio da reducéo do crioprotetor na incidéncia de rea¢cfes adversas
na infusdo do enxerto, ndo podemos ignorar que a reducdo do crioprotetor esta
associada a uma maior concentracao de citocinas inflamatorias no enxerto, fato que
pode significar uma persisténcia dos efeitos adversos na infusdo, mesmo

considerando a reducao do crioprotetor.
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