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RESUMO

O Transplante de Células Tronco Hematopoética Autdlogo (TCTH-auto) é
terapia consolidada para tratamento de patologias onco-hematoldgicas e
consiste em reestabelecer a funcdo medular através da infusdo intravenosa de
células progenitoras hematopoéticas (CPH) do préprio paciente. Este estudo
teve como objetivo caracterizar indicadores de qualidade na etapa de
processamento laboratorial do TCTH-auto, através de andlise retro-prospectiva
de dados de pacientes submetidos ao Transplante de Medula Ossea do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB). Neste
contexto, a implementacdo de indicadores que permitam checar etapas do
processo, sdo muito relevantes para sanar questbes que encontramos durante
e ao final deste. Os dados coletados compreendem o periodo de agosto de
2016 a dezembro de 2020, totalizando 107 pacientes, dos quais foram
coletadas variaveis envolvidas no processo de TCTH-auto, e posteriormente
submetidas a analises estatisticas convencionais e analises de dados
avancadas, como técnicas de Machine Learning, arvore de decisdo, Analise
de Componentes Principais (PCA) e Andlise de Discriminante Linear (LDA).
As andlises de Machine Learning nos permitiram identificar a partir do conjunto
total de dados, um preditor da eficiéncia do processo de TCTH-auto, o CD34+
pré. Embora este também seja principal preditor do momento ideal da coleta
por aférese,e isto ja esteja bem consolidado na literatura e na prética clinica, os
resultados do presente estudo validam o desempenho do servico de
transplantes. Diferencial foi estabelecido aplicando-se o algoritmo J48,
culminando na obtencdo de arvore de decisdo preditiva que estabelece
valores de corte. Quando a contagem de CPH no sangue periférico for >23
CD34/uL indica alta probabilidade da coleta ser eficiente, ja valores de CD34
<23/uL indicam menor probabilidade de eficiéncia. A andlise de
Componentes Principais (PCA), indicou que as duas variaveis que

apresentam maior correspondéncia com a eficiéncia da aférese sdo CD34+ pré



e hematdcrito (Ht). Utilizando-se a Andlise de Discriminante Linear (LDA)
elaborou-se a equacao (score) para predicdo da eficiéncia, combinando
valores absolutos de CD34+ pré e Ht, a qual pode ser aplicada especialmente
guando os valores de CD34+ estiverem menores que 23 pL. Se o resultado
da equacao for < -0,14 a probabilidade de eficiéncia na coleta € maior, no
entanto se >-0,14 a probabilidade de eficiéncia é baixa. Este indicador
possibilita a realizacdo da coleta em pacientes com CD34+ <23uL. Outro
indicador que pode ser adotado € o coeficiente de eficiéncia (CE) que
possibilita avaliar a eficiéncia da leucaférese. Aplicando este indicador,
observamos que temos obtido eficiéncias superiores as estimadas, de modo
gue podem ser estabelecidos maiores indices de estimativa de aférese. Diante
do exposto, a identificacdo de potenciais indicadores de qualidade nas etapas
desse processo que venham assegurar a qualidade do transplante de medula
realizado no HCFMB, buscando a exceléncia e, tendo em vista o aumento de
demanda neste servico de abrangéncia regional, sdo de suma importancia,
entendendo-se que os resultados gerados por este estudo terdo aplicabilidade
imediata e poderdo trazer melhorias na gestdo da qualidade deste servico de

alta complexidade no ambito do SUS.

Palavras-chaves: Células-Tronco Hematopoéticas; Indicadores de Qualidade

em Assisténcia a Saude; Transplante Autélogo.
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LOPES, LBM. Monitoring the Quality of Laboratory Processing in
Autologous Hematopoietic Progenitor Cell Transplantation. 2021. 58 p.
Thesis (Master's degree). Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University,
Botucatu, 2021.

ABSTRACT

The Autologous Hematopoietic Stem Cell Transplant (HSCT-auto) is a
consolidated therapy for the treatment of onco-hematologic pathologies and
consists of reestablishing the medullary function through the intravenous
infusion of the patient's own hematopoietic progenitor cells (PHC). This study
aimed to characterize quality indicators in the laboratory processing stage of the
HSCT-auto, through the analysis of retrospective data from patients undergoing
Bone Marrow Transplantation at Hospital das Clinicas, Faculty of Medicine of
Botucatu (HCFMB). In this context, the implementation of indicators that allow
checking stages of the process are very relevant to resolve issues we
encountered during the process. The collected data cover the period from
August 2016 to December 2020, totaling 107 patients, of which variables
involved in the HSCT-auto process were collected, and later submitted to
conventional and advanced statistical analysis, such as Machine Learning
techniques, tree of decision, Principal Component Analysis (PCA) and Linear
Discriminant Analysis (LDA). Machine Learning analyzes allowed us to identify,
from the total data set, an efficiency predictor of the HSCT-auto process, the
CD34+ pre, which is the main predictor of the ideal moment of apheresis
collection. Although this predictor is already well established in the literature and
in clinical practice, the results validate its performance in our service. However,
a differential was established by applying the J48 algorithm, resulting in a
predictive decision tree that establishes cutoff values. When the CPH count in
peripheral blood is >23 CD34/uL indicates a high probability of being efficient
collection, while CD34 values <23/uL indicate a lower probability of efficiency.
The Principal Component Analysis (PCA) indicated that the two variables that
present the greatest correspondence with the efficiency of apheresis are CD34+
pre and hematocrit (Ht). Using Linear Discriminant Analysis (LDA), the equation

(score) for efficiency prediction was elaborated, combining absolute values of
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CD34+ pre and Ht, which can be applied especially when CD34+ values are
less than 23 pL. If the result of the equation is < -0.14 the probability of
efficiency in collection is higher, however if >-0.14 the probability of efficiency is
low. This indicator makes it possible to carry out the collection in patients with
CD34+ <23uL. Another indicator that can be adopted is the coefficient of
efficiency (EC), which makes it possible to assess the efficiency of
leukapheresis. Applying this indicator, we observe that we have obtained
efficiencies higher than those estimated, so that higher apheresis estimation
rates can be established. Given the above, the identification of potential quality
indicators in the stages of this process that will ensure the quality of the bone
marrow transplant performed at the HCFMB, seeking excellence and, in view of
the increased demand in this service with regional coverage, is of paramount
importance , it being understood that the results generated by this study will
have immediate applicability and may bring improvements in the quality

management of this highly complex service within the SUS.

Keywords: Hematopoietic Stem Cells; Health Care Quality Indicators;

Autologous Transplantation.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZA(}AO HISTORICA DO TRANSPLANTE DE
MEDULA OSSEA

A historia do transplante de medula 6ssea tem aspectos peculiares,
desde os estudos iniciais até a laurea do Prémio Nobel de Medicina, concedida
ao Dr. E. Donnall Thomas em 1990.

As primeiras pesquisas que visaram utilizar a medula 6ssea para tratar
distdrbios hematoldgicos foram realizadas por Brown-Sequard no final do
século XIX. No entanto, a primeira utilizacao intravenosa de medula éssea foi
realizada por Osgood cerca de 50 anos depois, como parte do tratamento em
uma paciente com anemia aplastica, porém sem sucesso (AKIL, 2018;
CORGOZINHO, 2012). Os estudos observacionais em modelos experimentais
mostravam que a infuséo de componentes de uma medula 0ssea saudavel em
outra medula mielossuprimida poderia induzir a recuperagcao de sua funcéo no
receptor (KHADDOUR; HANA; MEWAWALLA, 2020).

Em 1949, JACOBSON e colaboradores demonstraram que ao proteger o
baco contra uma dose de irradiacédo letal, o efeito nocivo era diminuido e a
aplasia medular poderia ser minimizada. Com base nestas evidéncias,
LORENZ et al. (1951) realizaram infusdo intravenosa de medula 0ssea em
camundongos apés a irradiacdo letal, reafirmando o resultado protetor
(THOMAS et al., 1999).

O primeiro transplante de medula 0ssea efetivo em seres humanos foi
realizado por E. Donnal Thomas e sua equipe, em 1957. Foi um transplante
singénico, realizado entre gémeos monozigoticos, para tratamento de leucemia
aguda (HENIG, 2014; KHADDOUR; HANA; MEWAWALLA, 2020).

Em 1968, em Minessota - EUA, o médico Robert Good realizou o
primeiro TMO alogénico em uma crianca com imunodeficiéncia combinada
grave (KHADDOUR; HANA; MEWAWALLA, 2020; CORGOZINHO, 2012). Logo
depois, em 1969, E. Donnal Thomas e seu grupo realizaram em Seattle - EUA
um TMO alogénico com a utilizacdo de radioterapia em um paciente portador
de leucemia, que recebeu altas doses de irradiacdo corporal total, seguido da
infusdo de medula Ossea de seu irmdo. Por suas pesquisas sobre o

desenvolvimento de TMO Dr. Thomas foi laureado com o Prémio Nobel de
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Fisiologia e Medicina em 1990 (CORGOZINHO, 2012; KHADDOUR; HANA,
MEWAWALLA, 2020; HENIG; ZUCKERMAN, 2014).

Desde entédo, o campo evoluiu e expandiu-se em todo o mundo. Novas
indicacbes além de leucemia aguda e da anemia aplastica tém sido
constantemente exploradas e agora incluem distarbios congénitos do sistema

hematopoético, distarbios metabdlicos e doencas autoimunes.
1.2 O CONCEITO DE TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

As células-tronco tém caracteristicas Unicas, sdo células néo
especializadas que podem se reproduzir continuamente por meio da divisdo
celular assimétrica. Existem diferentes tipos de células-tronco que dependem
de sua origem e potencialidade, as quais podem ser didaticamente
classificadas quanto a sua diferenciacdo em: totipotentes, pluripotentes,
multipotentes, oligopotentes, unipotentes, ou ainda, de acordo com o tecido de
origem: embrionéaria, fetal, adulta (DESSEN; MINGRONI-NETTO, 2007;
JANSEN et al., 2005).

As células-tronco adultas podem ainda ser classificadas em
mesenquimais, hematopoiéticas e neurais. As caracteristicas, classe
(propriedade referente a plasticidade da célula), tipos celulares e tipo de

diferenciacao estdo resumidos na figura 1.

Classe Tipos Celulares Tipo de Diferenciacio

» Célula Tronco Embrionaria : ; e
"' Totipotente do zigoto (CTE). Do 1° ao 5° Em qualquer tipo de células incluindo
| dia p6s fecundagio anexos embrionarios

Em >200 tipos celulares dos 3 folhetos
embriondrios, MAS ndo sdo capazes de
diferenciar-se em anexos embrionarios

Célula Tronco Embrionaria

Al e do blastocisto (CTE) e iPSCs

Célula Tronco Adulta (CTA):

Diferencia-se em pelo menos 3

fl Multipotente Fetal, Corddo Umbilical e diferentes tipos celulares com origem no
Adulta mesmo folheto embrionario
,\,91” Célula Tronco Adulta Habilidade de se diferenciar em pocas
i (CTAo), linfoide e mieloide  células
P Célula Tronco Adulta Célula Tronco Adulta, comissionada para
(CTAu),tecidos especifico um unico tecido, por exemplo: pele...

Figura 1- Classificacdo Internacional das Células-Tronco levando em consideracéo a classe,

0s tipos celulares e a diferenciagéo.
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A célula-tronco hematopoética (CTH) ou também conhecida como célula
progenitora hematopoética (CPH) € a responsavel pela diferenciacdo de todas
as linhagens sanguineas maduras, levando a reconstituicdo da populacdo
hematopoiética a partir de uma Unica célula (GASPER, 2000; HERZOG et al.,
2003; JANSEN et al., 2005; SANTOS, 1983).

As CTHSs, por serem precursoras primitivas, possuem a capacidade de
realizar divisbes celulares assimétricas ilimitadas, portanto, as células-filhas
podem tanto se estabilizar como permanecerem indiferenciadas, repondo o
pool de células-tronco (tal evento se faz conhecido como autorrenovacao),
guanto sao capazes de se diferenciar em qualquer linhagem celular
hematopoiética: linhagem mieléide — que dara origem as hemacias, plagquetas,
granuldcitos e mondcitos e linhagem linféide que dara origem aos linfécitos —,
desta forma estabelecendo a producéo de todas as células sanguineas. A figura
2 ilustra o processo da hematopoese. (CARVALHO; GOLDENBERG, 2012;
KOEPSELL; JACOB; MCKENNA JR, 2014).

As CTHs podem ser obtidas a partir da medula 0ssea, sangue periférico
ou sangue do corddo umbilical, no entanto, sdo encontradas em maior
concentragcdo na medula Ossea. Nesse microambiente, envolto de células
estromais e matriz extracelular, as mesmas sofrem intervencdo de sinais
regulatérios que estimulam as CTHs a formar uma célula idéntica a ela, de
longo prazo, que permanece no microambiente e retém sua identidade de
CTHs pluripotente, enquanto a outra copia tem curto prazo, maior grau de
diferenciacdo e ¢é denominada de progenitora multipotente (DESSEN;
MINGRONI-NETTO, 2007).

No sangue periférico de um doador saudavel a concentracdo de CTH
circulante € quase nula, variando entre 0,01 a 0,05% quando comparada a
outros constituintes celulares (KORBLING; ANDERLINI, 2001).
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\ ‘H'SC

SCF | )
TPO -
e / Primitive progenitor cells PEE
‘ ig: ‘ \"g;::
IL-3 a | | \
SCF -7
PO GM-CSF -7
74 & , 5
o S5 Committed precursor cells - —_ , ({\\
\‘ ‘):;\ oM ’ ’c:x\ | Bep

TPO ! " \
EPO 44 -7
L2
Lineage committed cells  / &

ﬁ »f'zp\ ﬂ: " f‘-:p\ ( v‘{:c: ' ":;

38 0 : Ve W / R x
@2 N Ve / )
7329 I/O‘: ‘/ft\, T Cells /r\
9 a @ _:.: Monocytes (il l B Cells

Evy(hr;cytes Neutrophils, eosinophils, NK Cells
basophils

Figura 2- Hematopoese. Diagrama mostrando a célula-tronco multipotente da medula éssea e as
linhagens celulares que dela se originam. Fonte: Kaushansky K. N Engl J Med 2006;354:2034-
2045.

O transplante de medula Ossea envolve a administracdo de células-
tronco hematopoéticas saudaveis em pacientes com disfuncdo ou deplecéo
medular, sendo um procedimento altamente especializado, que possibilita gerar
células funcionais que podem substituir as disfuncionais (KHADDOUR; HANA;
MEWAWALLA, 2020). A destruicdo das células doentes é feita através da
administracdo de quimioterapia e/ou radioterapia de altas doses (LEMOS et al.,
2018).

Tal prética é utilizada para o tratamento de doencas diversas, sindromes
mielodisplasicas, leucemias agudas e cronicas, anemia falciforme, linfomas,
mieloma multiplo, anemia aplastica grave, neuroblastoma, algumas doencas
autoimunes, como a diabetes mellitus tipo I, incluindo algumas neoplasias sélidas
(AKIL, 2018).
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Existem dois tipos de transplantes de CTHs, transplante alogénico e o
transplante autélogo. No transplante alogénico, além das drogas do regime de
condicionamento que podem ser mieloablativos ou n&o mieloablativos, a
depender das condi¢Bes do paciente e da decisdo do corpo clinico, faz uso de
medicamentos imunossupressores, tendo como objetivo preparar o receptor,
para que ndo haja rejeicdo do enxerto. Ja o transplante autologo faz uso de
altas doses de quiomoterapia e/ou radioterapia, danificando a medula éssea
para que posteriormente a infusdo das células- tronco do préprio paciente
regenere a medula 6ssea danificada (BOGLARKA; BRENDA, 2014).

O transplante alogénico faz uso das células-tronco de doador saudavel e
compativel. O teste de compatibilidade é realizado através da tipagem do
antigeno de histocompatibilidade (HLA do doador e do receptor), sendo
aparentado (geralmente irmaos) ou ndo aparentado (através de bancos de
medula). A mobilizacdo de CTH do transplante alogénico e do autdlogo é feita
da mesma forma (DELAMAIN, 2004).

Segundo dados obtidos do Center for International Blood and Marrow
Transplant Research (CIBMTR), em 2013 nos EUA o numero de transplantes
alogénicos ultrapassou 8.000 procedimentos. Em 2019, alcancou 9.498
transplantes realizados. Desde 2000, o transplante autdlogo vem aumentando
gradativamente, atingindo a marca de 14.270 transplantes em 2019 (PHELAN;
ARORA; CHEN, 2020).

No transplante autélogo utilizam-se células-tronco do proprio paciente,
mas como as CTHs ndo sdo comumente encontradas no sangue periférico,
faz- se necessaria uma mobilizacdo celular mediante administracdo de fatores
de crescimento. Ao se utilizar medicacdes como o fator estimulador de colénias
de granuldcitos (G-CSF) e/ou determinado quimioterapico € possivel se motivar
o transito de CTH da medula déssea para o sangue periférico. Para os
procedimentos de mobilizacdo, as abordagens fundamentais séo trés
diferentes: as pautadas no uso de agentes quimicos, de fatores de crescimento
hematopoiéticos ou a juncdo dos dois. Devido a sua comprovada eficacia e
toxicidade minima, a G-CSF é uma das moléculas mais utlizadas como
protocolo de mobilizacdo, com capacidade de aumentar em propor¢cdes
consideraveis o nivel de células progenitoras hematopoiéticas presentes no
sangue periférico (BABIC; EUGENIA, 2018). O G-CSF é uma glicoproteina que
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foi compreendida ha mais de vinte anos, possuindo a aprovacdo do FDA e é
costumeiramente usada no tratamento de neutropenia (BURGESS, 1980),
como também para transplantes de medula 6ssea (WELTE et al., 1985;
BEGLEY et al., 1986). Dentre as fontes de G-CSF se inclui os mondcitos,
células mesoteliais, fibroblastos e células endoteliais. O G-CSF incentiva o
aumento de precursores de neutréfilos e regula de modo fulcral a sobrevivéncia
de neutréfilos maduros, pds-mitéticos, por meio da inibicdo da apoptose
(WELTE etal., 1985; BEGLEY et al., 1986; HU; YASUI, 1997).

Na prética clinica, a G-CSF humana apresenta-se de duas maneiras,
contempladas pelos medicamentos Filgastrim e Lenograstrim. Quando se trata
de transplantes autélogos de medula éssea, estudos apontam a aplicacao de
Filgastrim aliado ou ndo a quimioterapia, sendo o protocolo de mobilizacdo de
maior utilizacdo, usado majoritariamente para casos de mieloma mdaltiplo (AFIFI
et al., 2016).
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Figura 3 - Mobilizacdo das CTHs da medula éssea para o sangue periférico. Fonte:
AbuSamra DB et al., 2017

Esse aumento de disponibilidade de CTH para o sangue periférico
favorece a extracdo dessas células através de um processo de coleta seletiva
realizado de forma automatizada, conhecido como aférese (TIWARI et al., 2016;
MOOG, 2006). Essa técnica tem sido usada em mais de 90% dos transplantes
autélogos de medula 6ssea (BALDOMERO et al.,, 2011; CASTRO, 2002;

MILONE et al., 2003). Consiste na separacdo dos elementos do sangue atraves
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do principio da diferenca de densidade e forca gravitacional. Uma vez realizado
0 processo de centrifugacdo, remove-se um ou mais constituintes sanguineos,
segundo a programacado otimizada para a coleta a célula de interesse. Nesse
caso, em especifico, objetiva-se coletar a camada leucocitéria, enriquecida de
células mononucleares, caracteristica morfolégica das células-tronco
hematopoiéticas. Em seguida, a bolsa com o produto da aférese € processada
e criopreservada, enquanto o0 paciente é submetido a quiomioterapia
combinada, para posteriormente as células-tronco criopreservadas serem
reinfundidas para repovoamento da medula 6ssea (SCOTT; GORDON, 1995).

O uso das CTHs conta com vantagens que incluem recuperagao
hematopoética mais rapida, melhor reconstituicdo imunolégica e o processo de
coleta relativamente facil, ao passo que a recuperacdo medular mais rapida é
creditada ao maior numero de células (CD34+) obtidas através da coleta por
sangue periférico apods a mobilizacdo (KESSIGER; SHARP, 2003; AZEVEDO;
RIBEIRO, 2000).

As CTHs expressam em sua superficie os antigenos CD34+ e CD45+. A
guantificacdo destas é feita mundialmente por citometria de fluxo, tanto no
sangue periférico quanto no produto coletado por aférese, avaliando o perfil
imunofenotipico com expressdo CD34+/CD45+, sendo o fator preditor padréo-
ouro para definicdo do momento da coleta (LEMOS et al., 2018). A quantidade
de células CD34+ é usada para guiar o inicio da coleta de CTH por aférese, e
também como indicador de eficiéncia desta. De modo geral, 0 consenso para
iniciar a leucaférese € um resultante de células CD34" maior que 10-20
células/uL no sangue periférico. Ja na coleta da leucaférese, de acordo com
Pierelli et al. (2012) a quantia minima recomendada de células CD34" em um
transplante é de 2x10°/Kg de peso do receptor, sendo que a quantia ideal de
células é fator chave para o sucesso do transplante.

Nos regimes de mobilizacdo voltados aos transplantes autélogo e
alogénico é utilizado o G-CSF fazendo uso ou nao de quimioterapia (citotéxica).
O G-CSF é ofertado na dose de 10 pg /kg de peso corporal/dia, sendo que
guando utilizado de modo isolado induz pico celular, em geral, no 5° dia. Sendo
assim, a coleta de CTH é prevista no periodo entre o quarto e sexto dia de
mobilizacdo (TO et al.,, 1997). Em nossa instituicdo foi estabelecida a
quantificacdo de CD34+ no 4° dia (D4) e 5° dia (D5) do uso de G-CSF, pré-
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coleta, sendo o D5 o provavel dia de realizacdo da leucaférese. Vale ressaltar,
gue alguns pacientes fazem pico de mobilizacéo tardio (D6, D7). Deste modo,
guantificacbes de CD34+ podem ser necessarias em dias subsequentes, para
identificar o momento ideal de coleta, ou mesmo para decidir sobre coletas
consecutivas, sobretudo esta decisdo é tomada baseada em critérios clinicos
(MAKAR et al., 2014).

Quando se utiliza da associagdo de vinorelbina e filgrastima para
quimiomobilizacdo de CPHs a leucaférese € prevista para o 8° dia de
mobilizacéo celular (SAMARAS et al., 2015).

O protocolo para quantificagdo de CD34", descrito em 1995 pela
International Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE), é até
hoje adotado. Trata-se de um método simples, rapido, de alta sensibilidade e
especificidade, realizado por citometria de fluxo, sendo conveniente a aplicacéo
clinica. O método ISHAGE pode ser realizado por plataforma dupla,
necessitando de dados da leucometria total, oriundos do hemograma, ou em
plataforma Unica, usando apenas a tecnologia de citometria de fluxo,
associando marcadores fenotipicos, de viabilidade e beads de valores
conhecidos, de modo a obter valores percentuais e absolutos de células CD34"
ao final do processo (GRATAMA et al., 1998; SUTHERLAND et al.,1996;
LEMOS et al., 2018). A garantia da qualidade dos processos envolvidos na
identificacdo das populacbes celulares de interesse € fundamental para
obtencao de resultados adequados.

Em geral, as células-tronco hematopoiéticas passam pelo processo de
criopreservacao, tornando possivel o congelamento e a infusdo futura no
paciente, segundo protocolo clinico estipulado. Sempre que existe a
possibilidade de infusdo no periodo de 48 horas pds-coleta, o processo de
congelamento ndo se faz necessario e as CTHs podem ser armazenadas sob
refrigeracao (de 2 a 8°C) e infundidas a fresco (GATTI, 2019).

A administracdo de altas doses de quimioterapia faz parte processo
denominado regime de condicionamento, que tem como foco destruir as
células doentes do paciente para que as CTHs provenientes do enxerto
possam repovoar a medula Ossea, restabelecendo a producdo de células
sanguineas saudaveis (CARRERAS et al., 2019).
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Uma vez finalizado o regime de condicionamento, as CTHs
criopreservadas séo descongeladas para o processo de infusdo no paciente. A
etapa de descongelamento ocorre de maneira rapida, em banho-maria a 37-
40°C a beira do leito, para infusdo imediata (SANTIS; PRATA, 2009). Os
processos descritos acima  (mobilizacdo, coleta, processamento,
condicionamento, criopreservacao e reinfusdo das CTHS) estédo representados

na figura 4.
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Figura 4- Etapas do processo de Transplante Autélogo de Medula Ossea.
Fonte:https://www.|ls.org/treatment/types-of-treatment/stem-cell-transplantation/autologous-
stem-cell-transplantation.
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1.2 Indicadores de Qualidade

O processo de transplante pode ser monitorado através de indicadores,
de modo que a qualidade do servico possa ser assegurada. Neste contexto,
analisamos como e quais indicadores contribuem para a melhoria continua dos
servicos de TMO.

Indicadores de qualidade caracterizando-se em dados numéricos
(métrica), obtidos de maneira confiavel e seguindo um padrdo, permitem
avaliar a eficiéncia de um processo mediante a uma meta estipulada, tendo
como objetivo identificar inconsisténcias (se houverem) ou maneiras de
melhorar a eficiéncia dos processos, possibilitando intervengdes, com foco em
manutencdo ou melhoria no atendimento frente as necessidades dos clientes
(OLIVEIRA; MENDES, 2010).

Muitos sdo os parametros necessarios para que se concretize 0 sucesso
em programas e servigos de saude, sendo fundamental entre eles, a medicao
da quantidade e qualidade de resultados, processos e estruturas utilizadas. Isto
se faz necessario para o planejamento, organizacdo, coordenacao/direcédo e
avaliacao/controle das atividades desenvolvidas. Os comparativos entre metas,
dados, fatos, informacdes, o desenvolvimento de indicadores internos e
externos, sdo ferramentas essenciais para que se possa conceber as
mudancas acarretadas em uma instituicdo (BITTAR, 2001).

O Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) iniciou suas atividades em
agosto de 2016, com a modalidade de transplante autdlogo (N° do SNT: 1 21
14 SP 60). Estes anos de experiéncia possibilitaram avaliar o cenério atual das
atividades desenvolvidas, bem como realizar andlises criticas, vislumbrando
implementar melhorias no servico. Adotamos condutas de mobilizacéo,
guantificacdo celular, coleta e criopreservacdo baseadas em protocolos
internacionais. No entanto, ha particularidades em cada servico, em virtude da
diversidade das praticas clinico—laboratoriais.

Neste contexto, a implementacdo de indicadores que permitam checar
etapas do processo, sdo muito relevantes para sanar questdfes que
encontramos durante este, como: caracterizar o tempo de monitoramento da

mobilizacdo de CD34 para o sangue periférico na predicdo do momento ideal
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da coleta por aférese; avaliar a relevancia da quantificacdo de CD34 pés-
aférese; definir valores de referéncia proprios do servi¢co para melhor predicdo
do momento da aférese; estabelecer calculos de eficiéncia da coleta
personalizados ao servico; analisar a correlacdo entre CD34 periférico e CD34
do produto da aférese.

Estas varidveis foram comparadas a relatos da literatura, baseada na
experiéncia de outros servigos de TMO, buscando caracterizar indicadores de
gualidade.

Diante do exposto, a identificacdo de potenciais indicadores de
gualidade nas etapas do processo, que venham assegurar a qualidade do
transplante de medula realizado no HCFMB, buscando a exceléncia e, tendo
em vista o aumento de demanda neste servico de abrangéncia regional, sdo de
suma importancia, entendendo-se que os resultados gerados por este estudo
terdo aplicabilidade imediata e poderdo trazer melhorias na gestdo da

gualidade deste servico de alta complexidade no ambito do SUS.



27

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar indicadores que permitam assegurar a qualidade do
processo laboratorial de transplante de CTH do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar casos atendidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu com indicacdo de transplante de células-
tronco hematopoéticas (perfil epidemiolégico, caracteristicas da aférese,

mobilizac&o, enxertia medular);

2. Estabelecer a associacao de fatores relacionados ao processo do
transplante: género, idade, peso, doenca de base, parametros hematologicos
(hemograma), contagem de CD34 do sangue periférico e do produto da aférese,

volume da bolsa, enxertia medular, esquema de mobilizacéo;

3. Identificar e caracterizar indicadores de qualidade nas diferentes

etapas do processamento laboratorial das CTHSs.
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3. CASUISTICA E METODOS

De acordo com a resolugdo N° 466 de 12 de dezembro de 2012, toda
pesquisa envolvendo seres humanos, direta ou indiretamente, deve ser
submetida a apreciacdo do sistema CEP/CONEP da unidade. Desta forma, o
presente estudo obteve parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, onde foi realizada a pesquisa sob
o CAAE: 15692819.4.0000.5411 e o numero de parecer 3.482.323, sendo
iniciado somente ap0s esta aprovacao.

Este foi um estudo retro-prospectivo, quantitativo, descritivo e
longitudinal, com analise de dados de 107 pacientes submetidos ao servi¢o de
Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu. Os dados coletados foram referentes ao periodo de
agosto de 2016 a dezembro de 2020.

Fez-se uso da aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), convidando os pacientes que seriam submetidos ao
procedimento a participar. Os pacientes que ja haviam realizado transplante e
permaneciam em acompanhamento na instituicdo, também foram convidados a
participar. O Comité de Etica em Pesquisa liberou a aplicacdo do TCLE apenas
em caso de Obito do paciente ou para aqueles que ndo estavam mais em
acompanhamento no servico.

No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu os
casos de transplante autdlogo de medula 6ssea sdo devidamente registrados
em documentos fisicos em cada setor e repassados posteriormente ao sistema
eletrénico do Hospital (MV SOUL®).

Foram considerados como critérios de inclusdo paciente com indicacao
de transplante autélogo de células-tronco hematopoéticas, disponibilidades de
dados estarem disponiveis para caracterizacdo, de acordo com o0s critérios
metodolégicos do estudo. N&o houve critérios de exclusdo, de modo a obter
uma visao geral dos casos atendidos no servico.

Os dados coletados dos pacientes foram: informacfes demograficas
(sexo, idade, doenca hematoldgica); esquema de mobilizacdo (drogas

administradas); numero de mobilizacbes realizadas; quantificacdo de CD34
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periféricas; numero de coleta de CTH/paciente; parametros hematologicos
(leucdcitos totais, hematdcrito e plaquetas); célculo de eficiéncia da coleta;
guantificacdo de CTH no produto da aférese (bolsa), regime de

condicionamento, tempo de enxertia medular.

3.1 Anédlises dos Dados

As andlises estatisticas foram feitas no software R (versédo 4.0.4 para
Windows) disponivel em https://www.r-project.org/. As variaveis foram

comparadas através dos testes de Mann Whitney e Kruskal Wallis, onde o valor
estatisticamente significativo foi de p <0,05. Dados qualitativos e quantitativos
foram descritos em tabelas e graficos, apresentando mediana e valores
minimos e maximos.

Realizou-se analise de Machine Learning (ML) em todo o conjunto de
dados para identificacdo de fatores que pudessem estar associados a eficacia
do procedimento da aférese. Tal andlise constitui-se de aprendizado de
maquina supervisionado, sendo os dados analisados de forma independente.

Uma segunda analise, usando as variaveis em combinacdo visou
predizer a eficacia do produto da aférese através de equacdo matematica.
Nesta analise somente variaveis quantitativas foram elencadas, sendo
excluidas variaveis qualitativas. A selecdo das variaveis que entrariam na
equacao foi realizada pela Andlise de Componentes Principais (PCA), e para
gerar a equacao utilizou-se a técnica de Analise Discriminante Linear (LDA).

As analises dos dados foram realizadas pelo Prof. Dr. Rafael Plana

Simdes, que muito contribuiu na realizacao este trabalho.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacéo dos pacientes

Desde o inicio do servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) em agosto de
2016 até dezembro de 2020, foram admitidos 107 pacientes com indicacdo de
TCTH-auto.

Do total, 69 (64,48%) sdo homens e 38 (35,51%) mulheres, com a
mediana de 54 anos (minimo/méaximo: 19/71). Com relacdo a patologia, 58
(54,72%) foram diagnosticados com mieloma mudltiplo, 18 (16,98%) com
linfoma de Hodgkin, 29 (27,36%) linfoma ndo Hodgkin e 1 (0,94%) neoplasia
maligna de testiculo topico. A tabela 2 descreve caracteristicas clinicas com

distribuicdo de género, tipo de patologia, regime de condicionamento.

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes elegiveis ao TCTH-auto de
acordo com género, diagnostico e regime de condicionamento.
NUmero de pacientes (absoluto e

relativo)
Género
Feminino 38 (35,51%)
Masculino 69 (64,48%)
Diagndstico
Mieloma Multiplo 59 (55,14%)
Linfoma de Hodgkin 18 (16,98%)
Linfoma N&o Hodgkin 29 (27,36%)
Neoplasia Maligna de Testiculo 01 (0,94%)
Tdpico
Regime de Condicionamento
BEAM 02 (2,38%)
BEAC 10 (11,90%)
MEL 50 (59,52%)
LACE 22 (26,19%)

Legenda: BEAM (BCNU, etoposide, citarabina, melfalano); BEAC (BCNU, etoposide,
citarabina, ciclofosfamida); LACE (lomustina, etoposide, citarabina, ciclofosfamida) e
MEL (melfalano).
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4.2 Mobilizag&do das CTHs

Quanto a mobilizacdo, 74 (69,15%) pacientes responderam de modo
eficiente a mobilizacdo celular da medula para o sangue periférico e, 33
(30,85%) tiveram falha, sendo caracterizados como mau mobilizadores.
Destes, 14 (42,42%) foram submetidos a segundo protocolo de mobilizagéo,
alcancando-se sucesso em 6 (42,85%) pacientes e falha em 8 (57,15%)
(Figura 5).
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Figura 5- Gréfico demonstrando desempenho de mobilizacao.

Avaliou-se a contagem de CTHs no sangue periférico (CD34 pré) em
relacdo ao “esquema de estimulo” (G-CSF). Os dados apresentaram
distribuicdo assimétrica, portanto utilizou-se como medida de tendéncia central
a mediana e semi-amplitude interquartilica, onde CD34+ pré apresentou
mediana de 40,59 (17,40 — 84,82). Na estratificacdo pelo esquema de
estimulo, obtivemos trés grupos a saber: Filgrastima 40,63 (20,00 - 82,19);
Plerifaxor 33,18 (33.09 - 33.28) e Filgrastima+Vinorelbina 70,28 (39,24 -
114,11). Através do teste de Kruskal-Wallis, obteve-se um valor de p= 0.02251,

significativo estatisticamente (Figura 6).
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Figura 6- Boxplot do esquema de estimulo em relacdo ao CD34 pré.

O esquema Plerixafor possui “n amostral” pequeno, apenas dois
pacientes, podendo assim influenciar na analise estatistica. Por este motivo,
realizamos nova analise retirando o esquema supracitado, utilizando o teste de
Mann Whitney para analisar os demais esquemas (Filgrastima e
Vinorelbina+Filgrastima), e obtivemos diferenca com significancia estatistica

entre os grupos (p-value = 0.008806) (Figura 7).
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Figura 7 - Boxplot do esquema de estimulo em relacéo ao CD34+ pré (p-value = 0.008).

Os resultados demonstram que niveis mais elevados de CTH séo
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mobilizados para o sangue periférico quando adotada a associacdo de

vinorelbina com filgrastima.
4.3 Quantificacbes de CD34+ do sangue periférico

Com o intuito de identificar no conjunto de dados completo, visando
identificar preditores de eficiéncia da aférese, foram realizadas analises de
Machine Learning. Nesta avaliagdo, o principal preditor para eficiéncia da
aférese foi o CD34" do sangue periférico pré-aferese. A quantificacdo de
CD34+ por citometria de fluxo é internacionalmente reconhecida como melhor
preditor do ideal momento da coleta. Desta forma, esses resultados
demonstram o adequado desempenho que temos obtido em nosso servico.

Avaliando este preditor e, com o intuito de estabelecer valores de corte
diretamente relacionados com o desempenho ideal da aférese, aplicou-se o
algoritmo J48 (software Weka), resultando em uma arvore de deciséao preditiva,
baseada nos valores de CD34+ periférico (CD34 pré), indicando eficiéncia de
obtencéo de niveis superiores a 2,5x10%kg de peso do paciente quando a
contagem de CD34 pré for >23/uL, indicando alta probabilidade de a coleta ser
eficiente. Ja valores de CD34 pré <23/uL indicam menor probabilidade de
eficiéncia na aférese, conforme demonstrado na figura 8 abaixo. Nesta analise,
a AUC foi igual a 0,919.

CD34+ pré

Nao Eficiente Eficiente

Figura 8- Arvore de deciséo obtida pela aplicacdo do algoritmo J48.
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A quantificacdo de CD34+ periférico é o melhor parametro preditor para
determinar o momento ideal da coleta. No entanto, a arvore de decisdo
desenvolvida neste estudo pode auxiliar na conduta clinica, visto que o0s
valores de corte definidos apresentam correlagéo positiva com a eficiéncia da
aférese. Desta forma, este pode ser um indicador de qualidade a ser adotado
Nno servico.

Com relagcdo ao numero de CTHs obtidas no produto da aférese,
considerando valores de CD34+ acima de 2,5x10°%kg peso como eficientes e,
abaixo como ineficientes, procedeu-se a analise da associacéo da eficiéncia da
aférese com os niveis de CD34+ periféricos no dia da coleta (CD34 pré) (figura
9). Encontramos correlacdo estatisticamente significativa nestes parametros (p-
<0,0001).

CD34+ pré em relacédo a eficiéncia da aférese
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Figura 9- Boxplot de CD34+ pré agrupado pela eficiéncia da aférese.

Buscando identificar no conjunto completo de dados dos pacientes
submetidos a coleta de CTH variaveis quantitativas associadas com eficiéncia
da aférese, procedeu-se a Analise de Componentes Principais (PCA) utilizando

0 pacote factoextra do software R.
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Figura 10 - Andlise de Componentes Principais utilizando o pacote factoextra software R.

Essa analise mostrou que as duas variaveis que apresentam maior
correspondéncia com a eficiéncia da aférese sdo CD34+ pré e hematocrito (Ht).
Dessa maneira, foi utilizada a Analise de Discriminante Linear (LDA) para
elaborar uma equacéo (score) para predicdo da eficiéncia, utilizando o pacote
MASS do software R.

A LDA mostrou que combinacédo de CD34 pré e Ht resultaram na melhor
associacdo de variaveis para predizer a eficiéncia da aférese, permitindo a
obtencdo de uma funcdo matematica (modelo), combinando valores absolutos
de CD34+ pré e Ht, o qual pode ser aplicado especialmente quando os valores
de CD34+ estiverem menores que 23. Se o resultado da equacgéo for < -0,14 a
probabilidade de eficiéncia na coleta € maior, no entanto se > -0,14 a
probabilidade de eficiéncia é baixa (Figura 11). A LDA €é uma técnica
exploratéria que executa combinacfes lineares de atributos e determina
equacdes discriminantes por balancear os coeficientes da equacdo em uma via
autbnoma para maximizar a performance da equacdo em classificar aféreses

eficientes e nao eficientes.
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LDA
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NAO

EFICIENTE EFICIENTE

LDA_SCORE = 0,009210655xHT - 0,022568086xCD34_D5
(AUC = 0,916)

Figura 11 - Andlise de Discriminante Linear

A analise de LDA associando os atributos possibilita aumentar a
performance preditiva da eficiéncia da aférese quando os niveis de CD34+ pré
estdo <23/uL. Aplicamos a equacdo em pacientes que tiveram a quantificacao
de CD34+ pré <23/uL, porém coletaram o valor esperado de >2,5x10%kg, e do
total de quatro pacientes, trés (75%) obtiveram resultado efetivo de <= -0,14,
ou seja, usando o modelo, a predicdo da eficiéncia da aférese poderia ser
realizada de modo satisfatorio.

Esta funcdo matematica € mais um parametro que pode ser
implementado como indicador de qualidade.

Abaixo, bloxplot relacionando o modelo LDA com a eficiéncia ou néo

eficiéncia da aférese (p<0,0001) (Figura 12).

Modelo LDA em relacédo a eficiéncia da aférese
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Figura 12 — Boxplot relacionando o modelo LDA com a eficiéncia ou néo eficiéncia da aférese.

Vale ressaltar que os valores de hematdcrito contribuem na predicdo
apenas se associado ao CD34 (AUC=0,916). Se avaliado individualmente, o Ht

nao apresenta-se relevante (p= 0.2899) (Figura 13).

Hematdcrito em relacdo a eficiéncia da aférese

45

40

HT
3

30

25

T T
EFICIENTE NAO EFICIENTE

Eficiencia_Real

Figura 13 — Boxplot relacionando Ht com eficiéncia ou ndo eficiéncia da aférese.

Quando analisou-se a relacdo do nivel de CTHs periféricas obtido nas
diferentes patologias, observou-se nédo haver influéncia do tipo de doenca na
mobilizacdo celular, resultando o valor de p = 0.09052 (Figura 14). Dados
apresentam distribuicdo assimétrica, portanto sao representados pela mediana
e semi-amplitude interquartilica: Linfoma de Hodgkin (LFH) 50,66 (19,37-
82,22); Linfoma ndo Hodgkin (LNH) 19,82 (9,24-37,70); Mieloma Maultiplo
(MM) 51,87 (17,72-96,59) e Neoplasia Maligna de Testiculo Tépico (NMTT)

41,07 (apenas um paciente).
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Figura 14 - Boxplot de CD34+ pré em relacdo ao diagnostico.
4.4 Coleta de CD34+ na aférese

Quanto a coleta de CTH por aférese, dos 107 pacientes atendidos, 17
falharam na mobilizacdo, restando 90 pacientes que deram continuidade ao
processo e foram submetidos a coleta por aférese, destes 76 (84,44%) obteve-
se nivel ideal, superior a 2,5x10°/Kg/peso do paciente, na primeira coleta. No
entanto, 13 (14,44%) necessitaram de coleta suplementar no dia posterior e 8
(8,88%) precisaram ser submetidos a segunda mobilizacdo para tentativa de
nova coleta, a qual foi eficiente em 5 individuos (62,5%).

No que tange o diagnostico dos pacientes, avaliamos a sua relacdo com
o produto de aférese, através do teste de Kruskal-Wallis, resultando um valor
de p=0.5955, ndo significativa estatisticamente, ou seja, os tipos de patologia
nao tém influenciado na obtencdo de CHP na leucaférese. Os dados
apresentam distribuicdo assimétrica, portanto sao representados pela mediana
e semi-amplitude interquartilica: LFH 4,75 (3.11 - 6.24); LNH 3,75 (2.87 - 5.13);
MM 5,17 (2,68 — 8,45) e NMTT 7,44 (7,44 — 7,44) (Figura 15).
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Figura 15 - Boxplot do produto da aférese em relacéo ao diagnostico.

Cabe ressaltar que o objetivo da coleta influencia nesta analise, visto
gue em algumas patologias o valor alvo de CD34 na coleta deve ser maior. Por
exemplo, para pacientes com NMTT se faz necessaria coleta dupla, ou seja, o
valor alvo deve ser >5x10%Kg para ser dividido em duas bolsas contendo pelo

menos 2,5x10°%/Kg cada, viabilizando o transplante sequencial (tandem).
4.5 Enxertia Medular

A mediana de enxertia medular foi de 12 dias em nossos pacientes. Na
avaliacdo do tempo da enxertia medular (pega da medula) e a quantidade de
CD34+ no produto da aférese, observou-se relacéo inversamente proporcional,
pois quanto maior a concentracdo de CD34+ na coleta, menor o tempo de
enxertia (p<0,001 teste de Mann Whitney). A mediana de enxertia medular foi
de 12 dias, e a mediana do produto da aférese foi de 4,65x10°%/Kg. Através da
mediana do valor de aférese fez-se uma divisdo em dois grupos, sendo grupo 1:
CD34+ <4,65, grupo 2: CD34+ >4,65 (Figura 16).
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Figura 16 - Boxplot da enxertia medular em relagdo ao produto da aférese.
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Figura 17- Boxplot da enxertia medular em rela¢éo ao volume da bolsa de aférese.

No comparativo entre a enxertia medular e o volume da aférese (mL), o
teste Mann Whitney demonstrou ndo haver significancia estatistica (p= 0.9667),
ou seja, o volume (mL) obtido na leucaférese ndo tem relacdo com o tempo da
pega da medula (Figura 17). De igual forma, através da mediana do volume,
80mL, dividimos em dois grupos, sendo esses: Grupo 1 >80mL e Grupo 2 <80

mL.
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4.6 Eficiéncia

Para determinacéo do volume de sangue total a ser coletado na aférese,
faz-se o célculo de estimativa de coleta, baseado no valor de CD34 periférico
do dia, considerando coletar em nosso servigo, minimamente 30% de CD34+
circulante. Segue a férmula do célculo de estimativa da coleta, que visa

determinar o volume total de sangue (VST) a ser coletado na leucaférese.

VST: CD34 alvo x 108Kg X Peso do paciente
CD34 periférico do dia x Estimativa de coleta

Considerando coletar o percentual minimo de 30% das células CD34
periféricas, no total de 99 aféreses realizadas, em 80 (80,8%) houve superacao
da estimativa de 30%.

Aplicando-se a férmula do coeficiente de eficiéncia (CE), que considera
a quantidade de CD34 obtida no produto da aférese x 100, dividido pelo CD34
periférico multiplicado pelo volume de sangue total processado, que pode ser
realizada ao final da aférese, observamos que a eficiéncia real obtida tem sido

maior, superando a estimativa de 30%.

CE: CD34 aférese x 108/Kg  x 100
CD34 periféricododia x VST processado

Ao realizar a andlise de CE por ano, através do teste de Kruskal-Wallis,
obtivemos um p-value ndo estatisticamente significativo, no entanto, com
tendéncia a significancia (p= 0.05585). Os dados possuem distribuicdo
assimétrica, diante disso usamos mediana e semi-amplitude interquartilica:
2016 0,34 (0,27 — 0,43); 2017 0,43 (0,34 — 0,58); 2018 0,47 (0,38 — 0,58);
2019 0,45 (0,37 — 0,64) e 2020 0,59 (0,40 — 0,78).

Diante deste comportamento biolégico, utilizamos o teste pdés-roc de
Dunn, obtendo significancia na comparacdo em 2016 vs 2020 (Figura 18),
demonstrando aumento da eficiéncia do servico no ano de 2020 comparado a

2016, ano de inicio das atividades.
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Figura 18 — Boxplot comparando CE por ano de servi¢co

Fizemos também analise intergrupos (dois a dois, em diferentes
combinacdes), utilizando o teste de Mann Whitney e apresentaram
significancia as comparacfes entre 2016 vs 2018 (p=0,04), 2016 vs 2019
(p=0,03) e 2016 vs 2020 (p=0,009).

Estes resultados nos permitem sugerir adotar o calculo de CE no servico,
como um indicador de qualidade da leucaférese. Além disso, considerando as
medianas dos anos de atividade do servico de transplante, podemos
incrementar o calculo de estimativa de aférese, atualmente padronizado em
30%. Como temos obtido rendimentos mais elevados, sendo que desde 2017
0s niveis superam os 40% e, no ultimo ano atingimos a mediana de 59%, com
valores minimos e maximos de 40 e 78% respectivamente, podemos sugerir a
adocao do indice de 40% na estimativa da aférese.

Em junho de 2020 tivemos troca de equipamento da aférese, de Spectra
Optia® (marca Terumo) para COM.TEC® (marca Fresenius). Comparamos 0S
coeficientes de eficiéncia (CE) obtidos nas leucaféreses dos dois equipamentos.
Desta andlise a mediana e a semi-amplitude interquartilica dos equipamentos
foram: Spectra Optia 0,45 (0,36 - 0,58) e Fresenius 0,60 (0,38 — 0,71). Ao
comparar o CE em relacdo aos equipamentos, através do teste de Mann
Whitney obtivemos um p=0.2029, nao significativo estatisticamente (Figura 19),

demonstrando nao haver influencia do equipamento na eficiéncia da aférese.
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Figura 19 — Boxplot comparando o CE dos equipamentos de aférese.

Ao realizar a analise de comparacao de CE por tipo de diagndstico,
utilizando Kruskal-Wallis, obtivemos o valor de p= 0.6396, sem significancia
estatistica (Figura 20). A distribuicdo dos dados é assimétrica (valores de
mediana e semi-amplitude interquartilica): LFH 0,54 (0,38 — 0,63); LNH 0,45
(0,35 - 0,58) MM 0,45 (0,37 - 0,61) NMTT 0,61 (0,58 - 0,64). De igual forma
analisamos o delta do CE (CE subtraido da estimativa da coleta) avaliando em
relacdo as diferentes patologias (diagndéstico), ndo obtendo valor significativo

estatisticamente (p=0.7078) demonstrado na figura 21.
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Figura 20 — Boxplot comparando CE com os diagnosticos
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Figura 21 — Boxplot comparando Delta CE com os diagndsticos.

Estes dados demonstram que o tipo de patologia ndo tem impactado na

eficiéncia de coleta de CTHs pela aférese.
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5. DISCUSSAO

A mensuracdo da quantidade de células CD34+ tanto para predi¢do do
momento ideal de realizar a coleta quanto para avaliar a qualidade do produto
de CTH coletado do sangue periférico, caracteriza-se como parametro
fundamental na prética clinico-laboratorial no processo de transplante de

células progenitoras hematopoiéticas.

Quando implantado o servico de TMO no Hospital das Clinicas de
Botucatu foram estabelecidos como valores-alvo: CD34 periférico >20 células
viaveis/uL para caracterizacdo do momento ideal da aférese e,
CD34>2,5x10°%kg de peso do paciente no produto da aférese para infuséo, ou
seja, realizacao do transplante.

Com base nesses valores estabelecidos a analise dos dados completos
comprovou que o melhor preditor de eficacia do Transplante de Medula Ossea
do Hospital das Clinicas de Botucatu é o valor de CD34+ no sangue periférico.
Nossos resultados apenas confirmam o que ja esta estabelecido na literatura,
demonstrando a qualidade do servico e a relevancia do uso deste indicador
(KUDSEM et al., 2001; FONTAO-WENDEL et al., 1999; FORD et al., 2003).

Para obtencdo de quantidade minima de células CD34+ no sangue
periférico, as CTH precisam ser mobilizadas do compartimento medular para a
circulacdo. Esta mobilizacdo pode ser obtida através de administracao isolada
ou conjunta de fatores de crescimento hematopoéticos com quimioterapia
mielossupressora. A administracdo associada € o modo mais eficiente de
recrutamento de CTH. Deste modo, este regime de mobilizacdo tem sido o

mais utilizado em transplantes autdlogos (MENDRONE, 2008).

De acordo com o tipo de mobilizacdo que se é utilizada a contagem de
CD34+ no sangue periférico pode variar (GIDRON et al., 2005; GERTZ, 2010).
Nossas andlises demonstraram diferenca quando analisamos pacientes que
foram mobilizados apenas com o uso G-CSF quando comparados aqueles que
fizeram uso de quimioterapico suplementar ao G-CSF. Estes resultados estao
de acordo com dados reportado por grupo suico em 2015 (SAMARAS et al.,
2015).
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A infusdo de concentracfes adequadas de CTH esta associada a 95%
de probabilidade de promoc¢éo e recuperacdo hematopoética em transplantes
autdlogo (MENDRONE, 2008).

O pico de migragdo de células CD34" nos pacientes que possuem
neoplasias hematolégicas ocorre, em geral, no 5° dia de administracdo das
drogas mobilizadoras. Dessa maneira as instituicbes programam o inicio da
coleta para esse dia (GRIGG et al.,1995). De igual maneira a diversos estudos,
encontramos que o CD34" periférico esta correlacionado de maneira positiva
com o CD34" coletado na aférese, demonstrando a eficiéncia do servico do
HCFMB (ARMITAGE et al., 1997; KUDSEM et al., 2001; FONTAO-WENDEL et
al., 1999; FORD et al., 2003).

A literatura sugere que seja realizada coleta quando os niveis de células
CD34+ periféricas forem superiores a 20 células/uL, o que resulta em melhor
rendimento da coleta. Nossos resultados, obtidos na analise de Machine
Learning mostram que valores superiores a 23 células/pL estéo
correlacionados a valores superiores a 2,5x10%/Kg de peso. Segundo Armitage
(1997) 94% das leucaféreses apresentam contagem igual ou superior a
2,0x10°células CD34+/(kg de peso) na coleta quando os valores de CD34 no
sangue periférico estdo superiores a 20 ceélulas/uL. De maneira contraria,
concentragcfes inferiores a 10 células/uL sdo comumente relacionadas a
coletas ruins, e, portanto, indicando a necessidade de coletas sequenciais, até
gue o valor adequado de CTH seja suficiente para infusdo (REMES et al., 1997;
KNUDSEN et al., 1998; NOGA et al., 2001).

Em nossas analises constatamos o0 beneficio da associacdo do
hematdcrito (Ht) a contagem de CD34+ pré, aumentando o poder de predicdo
da eficiéncia da aférese, especialmente quando a contagem de CD34 for
<23/uL. Do total de pacientes que tiveram CD34+ abaixo de 23/uL, quando
aplicada a equacdo matematica, foi possivel predizer eficiéncia da aférese em
75% das coletas. Desta forma, esta equacéo pode ser adotada como indicador
de qualidade, favorecendo a predicdo daqueles que seriam considerados como
ineficientes. Rocha e colaboradores (2020) validaram uma férmula que prevé
os rendimentos de coleta de CD34+, sendo util para determinacdo do tempo

ideal de leucaférese (ROCHA et al., 2020). No entanto, a associacdo de CD34
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ao hematdcrito, descrita em nosso trabalho, tem carater inédito, especialmente
utilizando-se andlises de LDA. Relatos na literatura ndo encontraram
associacao relevante de valores de Ht, contagem de plaquetas e leucometria
com os niveis de CD34+ no sangue periférico (SARKODEE-ADOO et al., 2003;
MEHTA et al., 2001). De fato, quando avaliamos o hematécrito como parametro
isolado este ndo apresentou relevancia em predizer a eficiéncia da coleta. Em
contrapartida, Pornprasertsud e colaboradores sugeriram que 0s niveis de
hematdcrito antes da administracdo do G-CSF e no momento de inicio da
leucaférese, foram importantes preditores na eficiéncia da coleta de CD34+
(PORNPRASERTSUD et al., 2015).

Quando avaliamos a eficiéncia da leucaférese no nosso servico,
observamos que 84,44% dos pacientes obtiveram niveis ideais na primeira
coleta de CTH. Apenas 14,44% necessitaram de segunda coleta no dia
posterior. Estes indices estdo de acordo com a literatura. Em estudo realizado
por Samaras e colaboradores (2015) foi reportado que em 77% dos pacientes a
guantidade predefinida de CTH foi obtida em primeira leucaférese e 20% deles

necessitaram de uma segunda coleta.

Em pacientes submetidos ao TCTH-auto, estudo anterior aponta
mediana de 12 dias para enxertia medular (WEAVER et al., 1995). Nossos
resultados estédo de acordo, visto que obtivemos mesma mediana de tempo de
enxertia medular. Estudos apontam relacdo entre a quantidade de células
CD34+ infundidas com a pega medular (WEAVER et al., 1995), ratificando que
a cinética do enxerto esta atrelada ao numero de CD34+ infundidas no
transplante. Os pacientes avaliados no presente estudo que receberam infusdo
superior a 4,65x10%/kg de CD34+, tiveram menor tempo de estabelecimento de
enxertia (mediana de 11 dias). Ao passo que agueles que receberam infusdo

inferior a 4,65x10°/kg de CD34+, tiveram pega de medula em 12 dias.

Ao aplicar o calculo do coeficiente de eficiéncia (CE) nos dados obtidos
dos pacientes do nosso servico, observamos indices progressivamente
maiores conforme os anos de experiéncia do servico de transplante. Além
disso, comparando-se ao célculo de estimativa de coleta, observou-se que
temos superado os valores estimados, 0 que nos permite sugerir 0 aumento

deste valor estimado, assim como o uso do CE como indicador de qualidade.
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As medianas de CE obtidas foram de 34% (2016), 43% (2017), 47%
(2018), 45% (2019) e 59% (2020). Estes resultados corroboram com dados da
literatura. AKIL (2018) obteve média de 50,51% de CE no servico avaliado. Ja
KINDWALL-KELLER (2014) publicou dados de CE variando de 30 a 70%.

A respeito ainda do coeficiente de eficiéncia, analisou-se a performance
dos equipamentos utilizados no servico no periodo deste estudo, onde nao
observou-se diferenca estatisticamente significativa de rendimento da coleta,
no entanto, evidencia-se uma tendéncia de melhor desempenho no
equipamento da Fresenius®. Ressalta-se que o numero de coletas feitas neste
equipamento é, até o momento, inferior ao realizado no aparelho da Optia®,
podendo ter influenciado nas analises estatisticas. Porém, em trabalho
publicado por Solmaz e colaboradores (2018), os resultados sdo contrarios.
Eles relataram coeficiente de eficiéncia maior nos produtos de aférese obtidos
na Optia quando comparados aos obtidos na Fresenius (SOLMAZ, 2018).

Diante do exposto, foram elencados neste estudo trés indicadores de
gualidade que podem ser adotados no servigo visando monitorar a qualidade
do processo de transplante de células-tronco hematopoéticas, com vistas a
exceléncia.

O melhor indicador, jA bem consolidado na literatura e, reafirmado neste
estudo avaliando nossos pacientes, € a contagem de CD34+ em sangue
periférico. No entanto, estabelecemos valores de corte para aumentar a
capacidade de predicdo do momento ideal da coleta, dada a correlacao positiva
de CD34 pré e a eficiéncia da aférese. Desta forma, a contagem de CD34+ pré
caracteriza um indicador de qualidade a ser adotado no servico.

Além disso, desenvolvemos um modelo matematico atil & predicdo da
eficiéncia da aférese, através da associacdo de CD34 pré e valores de Ht,
especialmente para os casos em que o CD34 pré esta abaixo de 23/uL. Esta
funcdo matematica € mais um parametro que pode ser implementado como
indicador de qualidade.

Outro parametro que mostrou-se relevante foi o calculo de CE, pois
reflete a real eficiéncia da aférese obtida e permite inferir sobre o desempenho
das etapas do processo do TCTH-auto, sendo um importante indicador de
gualidade para estabelecer metas futuras, sempre visando a qualidade total do

Servigo.
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Como perspectivas futuras, estes indicadores de qualidade podem ser
implementados e validados no servico, servindo de modelo para o
estabelecimento de outros indicadores de forma a contemplar o monitoramento
de todas as etapas do TCTH-auto do HCFMB.
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6. CONCLUSAO

Uma vez realizado o estudo, com a coleta de dados e processamento
dos mesmos, foi possivel identificar indicadores que asseguram a qualidade do
processo laboratorial de TCTH-auto e que possam ser implementados e
validados no servico do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

v Valores de CD34+ pré >23/uL.

v' Funcao matematica para predicdo da eficiéncia de aférese

utilizando CD34+ pré e hematocrito.

v’ Célculo do Coeficiente de eficacia, indicando a qualidade da

aférese.
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